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序論
薬物が生体に投与され る と､ 吸収､ 分布お よび代謝という過程を経て排他され る ｡ 薬物
の作用はそ の薬物 に対する組織の感受性と組織にお ける濃度によ っ て 決定され る ｡ 現代の
医療にお いて は患者が薬物療法を受ける際､ 単 一 の 薬剤で治療を受ける こ とは殆 どなく ,
多剤併用が 一 般に行われて い る o 併用薬の増加 に より ､ 本来の 目的となる薬物の主作用の
減弱ある い は増強､ さ らに有害作用の出現率を増加させ る可能性がある o こq)薬理作用の
減弱に は薬物代謝がそ の 一 因を担 っ て い る こ とが多い ｡
脂溶性の薬物は主 に肝臓に存在する薬物代謝酵素によ っ て代謝を受けて 水溶性に変化し
て 胆汁または尿中に排伸され る . 第 一 相反応 にお い て は肝 ミ ク ロ ゾ - ム に存在する
cyto chr o me P450(以下P 45 0o rC Y P) に より官能基が導入され ､ 続い て第二 相反応にお いて
はU D P-glucu r o nyltra n sfe ra se(以下U G T)､ s ulfotra n sfe r as eあるい はglutathio n eS-tr a n sfer as eによ
っ て 抱合 反応を受け , 水溶性の代謝物が生成し排他され る ｡ これら の反応を触媒する薬物
代謝酵素は分子多様性を示 し ､ 特にp4 50の分子種に つ い て は詳細に研究されて い る【1,2]o
脂溶性の 薬物を連続的に投与すると薬物代謝酵素が誘導され ､ 薬物代謝が冗進する場合が
ある ｡.P 45 0 の誘導に は動物種差 ､ 性差お よび個体差が存在し､ また ､ p45 0の誘導により
生体へ 及ぼされ る影響は誘導されるP4 50分子種によ っ て大きく異なる【ト3】｡ 実験動物で療
を誘発する多く の化学物質はそれ自体は生物学的に不活性であるが ､ p45 0､ 特 にc yp IA
やc y p 2E lによる代謝を受ける こ とに より強力な発癌作用を示す ことが報告されて いる[4】｡
一 方､ c Y PIAは3- m ethylchola nthr e n e(以下 M C)やben z o[a]pyr e n eなどの環境に由来す る多環芳
香族炭化水素に より誘導され ､ 薬物投与に よ るC Y P IA の誘導の有無を検討する ことは発癌
作用との関連で非常に重要である[1,4]｡ 党旗作用 の メカ ニ ズムは この ようなp450の誘導の
みに よ っ て 説明で き る もの ではなく , 第 二 相反応の抱合酵素の 関与､ D N A修飾機構､ 組織
に対す る感受性など様々 な 因子が関与する と考 えられて いるが ､ 化学物質による発癒にお
い て薬物代謝酵素が非常に重要な役割を担 っ て い る こ とは否めない ｡
こ の よう に薬物代謝酵素の誘導 と毒性発現の関係は密接で ある ことか ら､ 新薬開発にお
いて早期ステ - ジで 薬剤の薬物代謝酵素に対する影響を詳細に検討し ､ 誘導作用の少な い
候補品をスクリ - ニ ン グして臨床 における薬物相互作用を回避する ことは必須で ある ｡ し
たが っ て ､ 高い 精度でか つ ､ 迅速な評価を行うためにそ の試験系の確立は非常に重要と考
えられる ｡
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Pantopraz ole;s odium 5-(diflu or o metho xy)-2-【【(3,4-dim etho xy12-pyridinyl) m ethyl】sulfo nyl】.
-1H -
ben zimida z olide s e squihydr ate(Fig. Ⅰ)はByk Gulden社(Ko n stan z, Ge rmany)にお いて1986年に
新規に 開発されたben zi 血da z ole誘導体で , 胃酸の 分泌 を抑制す る消化性潰療薬で ある ｡ 本
薬剤は胃酸分泌を司 る H'/K' AT Pase に対 してS- S結合 し､ H' の 排出を抑制するproto npu mp
inhibitor(以下P PI) である[5-13]o 消化性潰痴愚者 へ の2週間 の 投与にお い てranib dine専従来
のH2受容体括抗剤より約2倍の潰療治癒率が得られ て おり ､ 強力な臨床効果が期待されて
い る【14,15]｡
pa ntopraz oleの 動物およびヒ ト にお ける代謝に つ いて は詳細に検討され ており ､ imida z ole
環の 脱メチル化､ また ､ s ulfo xide基 の 酸化および還元がmajorな第 一 相代謝反応で あり ､ こ
れ ら は いずれも主 にP 45 0に よ り触媒され る 反 応で あ る ｡ ヒ ト にお けるp弧 tOpr a Z Oleの
imidaz ole環 の 脱メチル化には主 にc Y P 2 C 19が関与し ､ sulro xide基 の 酸化にはc YP3A4が関与
す る ｡ また ､ 脱メチル化を受けた代謝物は第二 相代謝反応 で あるグルタ ロ ン酸抱合または
硫酸抱合を受け､ 主と して 尿中に排推される[16-18】｡ 本薬剤 の経 口吸収性は非常に良好で
あ る ことが明 らかとな っ てVlる[6,8】｡ Pantopr az oleの安全性は非常に高く ､ 海外で行われた
臨床試験におい て併用薬との薬物相互作用は殆ど報告されて い な い[1 9-2 5]｡
一 方 ､ pa ntopr a z oleの 類縁化合物で ある o m epra z ole[26]におい て はdiazepa mをはじ め ､
phenytoinやcarba m a zepine等と併用 し た とき､ これ らの併用薬の 血中濃度を上昇させ る こ と
が報告されて おり ､ こ の 作用はP450を阻害す る こ とにより惹起されたも の と考 えられ て い
る[27-29]o また ､ om eprazoleある い は同様 に類縁化合物で ある1an s opr a z ole[3 0,3 1] を ヒトに
連続投与する こ とによりin vivo でC Y PI A 2が誘導され る こ とが報告されて おり[32136]､ さ
らに, ヒ ト培養肝細胞に よるin vitro 実験におい て om epraz ole および lan s opr a z ole に より
c y pI Aおよび c y 円 As ubfamilyが強く誘導される ことが示唆されて い る[37,38]o
こ の よ
1
ぅにP PIはそれ自身､ 薬物代謝酵素により代謝される の みな らず､ p 450 の阻害ま
たは誘導などを通してP4 50と相互作用 し ､ それ自身の bioavailabilityの変動､ 併用薬剤 ヘ の
影響､ 酵素蛋 白量 および組成の変動に伴う内因性物質の代謝に及ぼす影響等が懸念され る ｡
P PI のヒ ト にお け る長期投与により ､ 発療を惹起した症例 は報告され て い な い が ､
lan s opr a ヱ01eの ラ ッ トの 病原性試験 におい て甲状腺に腫療を発生させ る こ とが報告されて い
る[3 9]｡ 甲状腺 にお ける腫療は投与薬物自身の活性中間体が甲状腺 に直接作用 して発生す
る場合〔40】､ ある い は薬物代謝酵素誘導剤により甲状腺ホル モ ン を代謝す るUO Tが誘導さ
れ甲状腺ホルモ ン の グルク ロ ン酸抱合が促進 し ､ 血祭中甲状腺ホルモ ン減少に伴う甲状腺
刺激ホルモ ンの分泌促進に より甲 状腺組織が過形成され る[41-43]とい う発生原因が 二 次的
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で ある場合等が報告されて い る ｡ し たが っ て ､ P PIに よるU O T誘導の有無に関して の 評価
はP450と併せて 重要と考えられる ｡
以上の よう にo m epr a z oleや1an s opraz oleのP450の誘導に関しては報告されて い るが【32-38]､
pa ntopraz oleに関 してP 45 0お よびu G Tを含む酵素誘導の十分な検討ほなされ て いない ｡ 以
上の 背景から本研究で は ラッ トにお け るpantopr a z oleのP 450(第1章)お よびuG T(策2章)の誘
導能を in viv o 系 にお いて評価し､ o mepr a z oleやIa n s opr azoleにおけるそれ らと比較した o さ
l
らに ､ P450 の酵素誘導に つ いて は ､ ラ ッ トの初代培養肝細胞を用 いた評価を行うことに よ
り､ in vivoで の評価系と の比較を行 っ た(第3章). また ､ ヒ ト正常培養肝細胞における評価
を行い ､ ラ ッ トにお けるin vitroお よび才n vivo系の 関係を用い て ､ ヒ 卜のin vivok お けるPPI
の酵素誘導能の 予測を試みた(第4章)0
一 方､ pa ntopr a z oleはそ の構造中にchiralなbe n zimida z ole s ulfoxideを含有して いるが ､ 臨床
におい て はラセ ミ体と して投与されて い る o C hiralな化合物の 立体選択的体内動態は薬物
代謝および薬理学的に興味深 い【44-46]｡ P PIのe n a ndo merの体内動態はヒトや実験動物で数
例報告されて い るが[45-48】､ pa ntopr a z oleも含めて十分な知見は得られて いない ｡ 本研究に
お いて(±)-pa ntopra z oleを光学分割したen ando m erを用 い て ラッ トにおけるpantopra z oleの立
体選択的体内動態を精査し､ 血ral in v e rsio nにつ いて検討 した(第5章)o
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第1章 ラ ッ トにおけるproton pu mpinhibito r連続投与時の cyto chro m e P450に
及ぼす影響
ppIによる薬物代謝酵素の変動 に関す る これ まで の報告【19-25, 27- 29, 32-38】によると､
o mepr a z oleお よび1an s opraz oleはp 450の 阻害または誘導により薬物代謝酵素が関与した薬物
相互作用 を惹起す る こ とが明らか にされて い る ｡ 一 方､ pa ntopr a z oleは臨床上､ p450に対 し
て 阻害作用は殆どな い ことが明らかにされても1るが[19-25]､ P 45 0の誘導作用に関して詳細
な検討はなされて いな い ｡
本研究 にお い て はpantopr a z ole ､ o m epra zoleお よびkm s opr a z oleを雌性ラ ッ トに反復経 口投
与した後､ 肝ミ ク ロ ゾ - ム にお ける薬物代謝酵素蛋白量, 各p450分子種に特泉的な基質に
対する各種酵素活性お よび各p4 50分子種含量を測定し､ そ の成績を3剤間で 比赦する こと
によりP PIの連続投与に よる薬物代謝酵素系に及ぼす影響を評価した ｡
第1節 ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム にお けるcyto chr o m eP450含量ならびに薬物代謝酵素活性
Pantopraz ole､ o mepr azoleあるい は1an s opr a z oleを雌性ラ ッ トに5､50お よび300mg/kg/day(以
下､ そ れぞれ低 ､ 中および高投与量) に て7日間反復経口投与した後､ 摘出した肝臓より
ミク ロ ゾ ー ムを調製 し ､ 薬物代謝酵素蛋白量および各p450分子種に特異的な基質に対する
酵素活性を測定 した ｡
【実験結果】
ト1 Pr oto npu mpi 血ibitor連続投与期間における ラッ トの体重変化
Pantopr az ole連続投与期間におけるラ ッ トの体重変化は無処理群の それ に比較して顧著な
差は認められず､ pantopfazoleの連続投与により体重変化に影響を与えな い こ とが明らかと
な っ た ｡ また o m epra z oleお よび1an s oprazoleさ らにpo sitive c o ntr olで あるM Cおよびp Bにつ い
て も同様に顕著な変化は認められなか っ た(Table1-1)｡
1-2 摘出肝重量および肝ミク ロ ゾ - ム蛋 白濃度の変化
Pantopr a乙01eおよ び1ansopraz oleの連続投与により肝重量に変化は認められなか っ たが ､
om epra z ole 高投与量(300mg/kg/day) の 連続投与に より無処理群に比較 して有意に増加 した
(Table1-2)｡ また ､ 100g体重あたりの肝重量はpantopr a z oleおよびo m epra z ole高投与量連続投
与に より有意 に増加 し たが , 血 s opr a z ole連続投与に よる影響は認められなか っ た ｡ これら
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Table1-2
Efe ctofrepe ated dairyadministratio n ofpa ntoprazo(e, o m eprazole
a nd la ns opraz o暮e o nh
L
verw eighta nd ‥v er micro s o m e c o nte nt
Liver Liv er
Do s e w eight
+ 由一 _
7.73士 0.6 8
7.9 0± 0.4 6
8.40 ± 1.08
8.4 3± 0.46
8.53 ± 0.65
7.17 ± 0.35
9, 20± 0.76a
8. 03± 0.95
7. 90± 1.0 8
8.6 7± 1:05
10.2 ± 0.35a
9.5 7± 0.4 9a
(mg/kg/day)
C M C0.5%
P AN 5
PA N 50
PAN 3 0 0
0 M 5
0 M 50
0 M 3 00
LA N 5
LA N 50
LA N 3 00
MC 3 0
P B 80
Liv er
m JCrOS meS
(mg/gfiver)
14.6 ± 2.52
1 5.4 ± 0.85
15.0 土 2.12
15.3 士 0.8 0
14.0 ± 1.83
1 6. 2 ± 3.52
16.0 ± 2.47
13.9 ± 0.51
1 3. 6 ± 0.32
12.0 ± 1.12
16.7 ± 3.50
1 4.3 ± 1.27
w eight
他
4.l l± 0.44
3.97 士 0.09
4.2 2± 0.3 3
4.6 5± 0.2 0a
4.12 ± 0.30
3.7 3± 0.09b
4.64 士 0.25a
4.1 9± 0.20
4.15 ± 0.43
4.51 ± 0.28
5.15 ± 0.18a
5.09 士 0.13a
Ea ch v alue repre s e ntsthe mean ±S･ D ･fo r3 rats･ Gro
.
ups were c ompared byA NOV A,
fouow ed byFisher
'
s PLSD m ethodfor multiple c o mpar[son s,
A Signific a ntdi触ren c efrom
c o ntrd gro up,p<0.0 5.
bSignificantdifferen cefro mP A N-treatedgroup atthe re spectiv edo s e,p<0･0 5･
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の 肝重量 の 増加は7 日間の休薬後回復 した o P Bおよび M C の連続投与 に より肝重量は無処
理群 に比較して増加 し ､ M C処理 に お いて は休薬後も回復しなか っキが ､ これはMCを懸濁
したコ ー ン油 の影響で 生じた肝脂肪が原因と思われる ｡ 肝ミ ク ロ ゾ ー ム蛋白量につ いて は
い ずれ の薬物処理群において も有意な変動は認められなか っ た ｡
1-3 Proton p umpinhibito r連続投与に よる cytochro meP 450含量 ､ cyto chr o m eb5含量お よび
NA D P Hcytochr o me c reductase 活性に及ぼす影響
いずれ のP PIにお い て も投与量を増加させ る こ とに よりP4 50含量に 上昇傾向が認められ ､
高投与量群におい て有意な増加が認められた(Table ト3). 一 方､ 高投与量のIan s opr a z ole投
与群で はpamtopra ヱ01e投与群に比較して有意に高いP450含量を示した｡ 休薬後これらの処理
群のP450含量は無処理群と同レベ ル に回復 して いた o
cytochrom eb5(以下b5) 含量に関して もいずれ のP PIにお い て も投与量を増加させる こ と
により 上昇 し ､ 高投与量にお い て 有意な 勧口が認 められ た ｡ また ､ 高投与量 のom 甲ra Z Ole
および 1an s opr a z ole 投与群で は pantopraz ole 投与群に 比較して有意に高い b5 含量 を示 した ｡
M Cおよびp B処理 によりb5含量も 上昇 し ､ そ の レ ベ ル はo mepra 2 Dleお よび1an s opr a z ole処理
の値とほぼ同等で あ っ た o 休薬後の mg蛋白あたり のb5含量は pantopra z ole処理群にお いて
は回復し て い た が ､ o mepraz ole処理群 にお い て は有意差があ っ た も の の 数値的には
pantopra z oleと同レ ベ ル にまで 回復 して い た . M C処理群 で は回復期間後にお い て もb5含量
は無処理群 に 比較 して 高く ､ そ の 値 は む し ろ連続投与直後よりも増加 し て い た ｡
N A D P Hcyto chr o me c redu ctas e活性は中および高投与量 のpantopr a z ole投与群および低および
高投与量のo mepra z ole投与群 ､ また高投与量の山m s opr a z ole投与群 にお い て有意に増加 した ｡
中投与量のpa ntopr a z ole投与群で は1an s opr a z ole投与群に比較 して有意に高い含量を示した ｡
また ､ とれらの 増加 は休薬後に回復 して いた ｡ p B処理 によりN A D P Hcyto chr o me c re血 血 s e
活性は無処理群 に比較 し て約2.8倍と上昇し､ 連続投与時 の値は休薬後に回復して いた ｡
また ､ M C処理 によ っ て N A D P Hcyto chr o m e c redu ctas e活性 は増加しなか っ た.
ト4 Pr oto npumpi血 bitor連続投与に よる薬物代謝酵素活性に及ぼす影響
(壬)Amin opyrineN -dem ethylase活性
Pantopr a z ole 高投与量群において の み amin opyrime N -de m ethylas e(A PD)活性 は上昇 したが ､
＼
o mepra z ole お よび1an s opr a z ole で は活性の変動は認められなか っ た(Fig.1- 1)｡ P B処理 により
無処理 の約2倍に増印したが､ M C処理 で は変化は認められなか っ た ｡ pantopr a z oleの連続投
与に より増加した活性値はP B処理群 の 活性値の 約60 %で あ っ た . p Bお よびpantopr a z ole処
- 8 -
Tablel-3
Effectofrepe ated dailyadministr ation of P A N, O Mand LA Non enzym e(e v eJs
ofcytochro m eP 450s andcyto chro m eb5 a ndo nN A D P H-cyto chro m e c
I
r edu cta s e activity
Cytochr o m e
Do s e P450
(mg/kg/day) (n m ol/
mg protein)
Cyto chro me
b5
(n m ol/
mg protein)
N A D Pトトcytoch｢o m e c
redu ctas e
(∪/
mg protein)
C M C0.5 0%
PA N 5
PA N 50
PA N3 00
0 M 5
0 M 5 0
0 M 30･O
LA N 5
LA N50
LA N 300
M C 30
P B 80
0.6 43士 0.0 98
0.6 41 ± 0.059
0.700 ± 0.022
0.822 ± 0.0 03a
0.660 ± 0.054
0.61 8± 0.16 0
0.966 ± 0.080a
0.6 03± 0.059
0.717 ± 0.11 9
1.06± 0.043ab
1.l l± 0.1 35a
1.6 8± 0.1 68a
0.4 56 ± 0.014
0.4 31 ± 0.013
0.481士 0.032
0.6 05士 0.01 9a
0.408 * 0.016
0. 468± 0.044
0.719± 0.021ab
0.376 土 0.034a
0.532± 0.0 09a
0.6 81± 0.0 72亀b
0.6 53 士 0.0 55a
0. 707± 0.066a
0.069士 0.0 08
0.0 82 士 0.0 07
0.0 97士 0.004a
0.1 11± 0.001a
0.0 90士 0.007a
0.0 84 ± 0.011
0.1 05± 0.008a
0.0 6 ± 0.006
0.0 76± 0.007b
0.098± 0.022a
0.0 62 ± ′0
.
110
0.194 * 0.0 17a
Each valu e repre s entsthe m e an ±S.D . for3r ats. Gro ups w ere c o mparedbyA NOV A,
follow ed byFisher
'
s P L SD m ethodfor multiple co mpariso n s.
ASignifJ
'
c a nt differe n c efro m
c ontrolgr oup, p<0･05･
bSignific a nt diffe ren c efrom P A N･treatedgroup atthe respe ctiv edo se,
p<0.05.
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0.0 5. 千, Sign
T
[f
.
[c antdiffer enc efrom P A N-tre atedgr oupat the
respe ctivedose,p<0.05.
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与に より増加 した活性値はp B処理群 の 活性値の 約60 %であ っ た . p Bおよびpantopra z ole処
理 に より上昇した活性は いずれも休薬後は無処理群と同 レベ ルに低下して い た｡
②7-E tho xyc o u m arin 0-de ethylase 活性
7- E 也o xyc o u marin 0-de e血yla se(E C O D) 活性は3種のP PIによりいずれも上昇 したが､ そ
の 誘導能は1an s opr a z oleで 最も強く (無処理 の約2.8倍)､次いで o m epra z ole(無処理 の紛2.6倍)
で あり ､ pa ntopr a z ole で は弱か っ た(無処理 の約1.6倍)(Fig.1-2)｡ Om epr a z oleの高投与量群お
1
よびIa n s opr a z oleの中お よび高投与量群 でpantopr azole投与群に比較して有意に高い油性値を
示 した ｡ M C処理 に よりE C O D活性は著しく 上昇し ､ 無処理群の約5.7倍の値 を示した｡ PPI
により 上昇した活性値は休薬後､ 無処理群 の備にまで低下して い たが ､ M C処理群は休薬
後も無処理群の2.2倍の値を示 し､ 回復が認め られなか っ た ｡
③p hen a c e血 αde e也ylas e活性
ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム mg蛋白あたり のphena c etin 0-de ethylas e(P O D)活性を処理薬物間に
おい て比較した とこ ろ ､ pantopra z oleおよびom epraz oleの高用量投与群に おい て無処理群の
それぞれ3.0倍および3.1倍､ 1a n s opr a z oleの 中および高用量投与群におい てそれぞれ ､ 2.7お
よび2. 5倍と有意な増加 を示 した(Fig. ト3)0 La n s opraz oleの 中用量投与群にお い て は
pa ntopr a z ole投与群に比べ て有意に商い活性値を示した o また､ M Cお よびp別ま無処理群の
それぞれ ､ 4.1お よび4.3倍 の 強い活性を示した ｡
④7-Etho xyr e s o r ufin 0-de ethylas e活性
ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム mg蛋 白あたり のedlO Xyre S O r ufin 0-de ethyla s e(E R O D)活性を処理薬
物間におい て比較 した と ころ ､ pa ntopra z oleの高用量投与群で 上昇傾向を示したが ､ 無処理
群に比較して有意な変動は認められなか っ た(Fig. ト4)｡ 一 方 ､ o m epr a z oleの高用量投与群
および血 s opr a z oleの中お よび高用量投与群における代謝活性は無処理 のそ れぞれ ､ 4.8倍､
4･8倍および5･ 5倍を示 し有意に上昇した o これ らはpantopra z ole投与群に比較して有意に高
い活性値を示した o また ､ MC処理群にお いて は無処理群の9.5倍の活性を示したが､ p B処
理で は有意な活性の 上昇は認められなか っ た ｡
⑤7-Pe nto xyre s o r ufin 0-depe ntylase活性
7-Pe nto xyres o r ufin 0-depentylase(P R O D)活性に つ い て ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム mg蛋白あた
りで処理薬物間における比較を行 っ たと ころ ､ pantopr a z ole高用量投与群において最も強い
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活性の上昇(無処理 の1 1･4倍)が認め られ た(Fig･ ト5)0 Om epr a z oleお よび1an s opr a z oleの 商用畳
投与群 におい て も無処理群 の いずれも6･ 8倍と有意な増加を示したが , pa ntopra z ole投与群
に比較して有意に低い活性値を示 した . また ､ p B処理群のP R O D活性は無処理群の23.7 倍
の 上昇が認 められ た ｡
･
し垂)Testoster o ne6L3-hydr o xylas e活性
Testo ste r o ne6L3-hydr o xylas e(T 6H)活性に つ いて ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム mg蛋白あたりで処
l
理薬物間にお ける 比較を行 っ たと ころ , pa ntopr a z ole高用量処理群にお い て無処理群の之.5
倍の 有意な増加を示 し ､ om epraz oleお よび1an s opr a z oleの高用量処理群にお いて は無処理群
のそれぞれ ､ 2.9お よび1. 8倍に有意 に上昇した(Fig. ト6)｡ P B処理に おい て は無処理鮮の7.3
倍を示 し､ またM C処理 にお いて も2.2倍の 上昇が認められた o
第2節 ラ ッ ト肝ミク ロゾ ー ム におけるcytocbr o meP450分子種含量
Pantopr az ole､ o mepraz oleあるい は1an s opr a z oleをいずれも300mg/kg/dayの投与量で7日間連
続投与したラ ッ トの肝 ミ ク ロ ゾ - ム にお ける各p450分子種含量をwestern blot血g により定
量 した ｡
【実験結果】
C Y P I A l含量はpa ntopr a z ole処理群にお いて無処理群の6. 1倍に上昇したが ､ こ の上昇は
o m甲r a Z Oleお よび 血s opr a z ole処理群の無処理群に対する8. 2お よび9. 3倍の 上昇に比較して有
意に低いも ので あ っ た(Table1-4). Po sitiv e c o ntr olで ある M C処理群で は無処理群の1 8.8倍の
上昇を示した o c y pI A 2含量につ い て もpantopr a z ole､ o m epr azole､ 1an s opr a z oleおよびM C処
理 にお いて無処理群の そ れぞれ 3･6､ 3･ 9､ 6･3および9. 9倍に有意に上昇し ､ pa ntopra z ole
投与群の 上昇は1an s oprazole投与群のそれ に比較して有意に低か っ た｡
C Y P 2B l含量 に つ い て はpantopraz ole投与群 にお い て 無処理群 の2. 9倍に上昇したが ､ p B
処理 群の 無処理 群 に 対す る増加 ､ 14. 9倍 に 比較 す る と 誘導 の程度 は小 さか っ た ｡
Omepr a z oleおよび1a n s oprazole処理群にお いて も無処理群の それぞれ ､ 2.0および2.7倍に上
昇したが､ pantopr a z ole投与群におけるC Y P2 B l含量はo m epr a z ole投与群の それに比較して有
意に高 か っ た ｡ 一 方 ､ c y p 2B2含 量 はpa ntopr a z ole投与群 にお い て5. 0倍 に 上昇 し ､
o mepr a z oleお よび1an s opr a z ole処理群に比較して有意に強い誘導が認められた ｡
C YP3A2含量はpantopr a z ole､ o mepr a z oleおよび1an s opra z ole処理 におい て1. 9､ 2. 9および3.0
倍に増加 したが ､ いずれ も無処理群 に比較 して有意な増加は認 められ なか っ た ｡ 一 方､
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p B処理 で は無処理群の10. 1倍に上 昇 した ｡ cy p2 C6およびc y p 4 A l含量 はpantopr a z ole凄汰
びo
,
m epr a z ole処 理にお い て は有意な変動は認められなか っ たが ､ 1an s opra z oleお よびp B処理
にお い て無処理群に比 べ て 有意 に上昇 した o c Y P2 El含量は いずれ の処理薬物にお い て も
顕著な変動は認められなか っ た ｡
NAD P Hcyto chr o m e c redu cta se含量はpantopr a z ole､ om epra zoleお よびp B処理群にお いて2.4､
1.8および3. 1倍の 有意な上昇が認められたが ､ 1an s opr azoleお よびMC処理 にお い て は こ の酵
素含量は変動 しなか っ た c
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考察
MCに よ り誘導されるC Y P I A､ etha n olやiso nia zideに よ り誘導され るC Y P 2 E lお よび
rifa mpicinにより誘導されるC Y P3 Aはそ れぞれ ､ arylhydr o c arbo n､ nib:o s odim ethyla min eお よび
aflato xin等 の代謝に関与し ､ それ ら の活性中間体がD N Aに結合 し､ 発癌につ ながる こ とが
既に明らか にされ て い る【49】｡ これ らの 知見は薬物投与に起因する これ らのP4 50分子種の
誘導 によ り発癌の 発 生頻度が上昇す る可能性 を示唆する も の で ある ｡ さ らに M Cやp Bは
p45 0のみ で なく ､ 第二 相 の 代謝反応に関与するU O Tを誘導する こ と､ ま た本酵素は甲状
腺ホルモ ン を代謝し誘導による こ の ホルモ ンの代謝抗進が甲状腺の過形成につ なが り ､ 腫
療の 発生 を起 こす ことも明らかにされ てお り (第2章) ､ 薬物投与による酵素誘導作用は
毒性試験の成績と併せ て注意深く評価す る必要がある ｡
薬物代謝酵素誘導の作用の有無は､▲ 従来p4 50をは じめ関連する酵素蛋白量を測定し､ そ
の変 動の程度を評価する こと により行われ て きた ｡ 今回我々 が行 っ た酵素誘導試験で は
total P 45 0蛋白量 の変動(増加) の順序は1an s opr a z ole>o m epr a z ole≧pantopr az oleで あるが ､ 各
薬剤におけるP45 0蛋白量はそれぞれ ､ 約60､ 50お よび 3 0 %程度の 上昇で あり ､ いずれの
p pIにおい て も大 きVlも ので はなく ､ さらに動物体重､ 肝重量 は性 とん ど無処理群と差は
認められなか っ た. しか しこ れらの薬剤投与により特定のP 450分子種の代謝活性および組
成は無処理群に比較して著 しく変動してお り ､ これ はそれぞれのP450分子種 に特異的な酵
素活性を測定し､ Weste rn blottingによるP450蛋白の定量を行う こと により ､ pantopr azoleお
よび他斉酔pI の薬物代謝酵素誘導能を明らかにする ことが で きた ｡ 従 来の評価法で は薬物
の 酵素誘導能を見逃す可能性があり ､ We ster n blottingに よるP 450分子種含量測定と各特異
的な基質を用い た活性測定を併せ て行う ことにより ､ より精度 の高い薬物代謝酵素誘導試
験の 評価が可能とな っ た ｡
ラ ッ トに おい てE R O D活性にはcy p IA lお よび1A 2が特異的に関与する こ とが報告されて
･おり[50,51], 本酵素活性の測定は c Y PIAsubfa mily の 誘導 の有無を明らか にする上で極め
て有用な手段で ある ｡ 今回 の実験でP PI投与後のE R O D活性を測定した結果､ いずれ のP PI
(高用量投与時)におい ても本酵素活性の 上昇が認められたが ､ そ の程度は1an s opr a z oleで
最も高く (無処理群の5. 5倍)､ pa ntopr a z oleで は 低か っ た ･(無処理群の2. 2倍). これ らは
Western blottingによるP4 50含量の定量結果からも明らかで あり ､ 1a n s opr a z oleで はc y p IA lお
よびc y p I A 2含量が最 も轟く ､ pa ntopr az oleで は3剤の中で最も低か っ た o また これ らのP PI
投与群の C Y PI As ubfa milyの含量 とE R O D活性との 間 に は相関が認められ ､ 従来か ら報告さ
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れて い る ようにE R O Dが ラ ッ トの CY PIAsubfa milyの将兵的な基質で ある こ とを裏付ける結
果で あ っ た[50,5 1]o C Y PIA lは､ 今回用 いた M CやJ3- n aphthona v o n等 の 多環芳香族炭化水
素により誘導され ､ これ らに よる誘導は細胞質のarylhydr o c arbo n r e c epto r(A h R)と呼ばれる
受容体と誘導物質の複合体が肝細胞の核に転送されて ､ そ こで誘導に特異的な 皿R N Aが
D N A から転写され る こと によると考 えられ て いる ｡ P PIのC Y PI A lの 諦導メカ ニ ズムにつ
い て はo m epraz oleに関 し て いく つ か報告されて おり ､ マ ウス ､ ラ ッ トおよびヒトにおい て
o mepr a z oleはA h Rを介 してC Y P IAを誘導す る こ とを示唆する報告もあ る[52-54].
1
Burkeら[55]は､ P B処理 を施した ラ ッ トの 肝ミク ロ ゾ - ムにお いてpento Elyre S Or ufin桔他の
n- al kyletherが置換基とな っ たres o r ufinのdealkylabo nに比 べ て ､ 約100倍もの 代謝活性を示す
こ とを明らかにして い る o ま た ､ pento xyres o r ufinは c Y P 2 B lにより樽異的に代謝される こ
とが報告されて い る 【50,56,57]｡ 今回得られた p R O D悟性および weste rnblot血g に よる
c y p 2B含量測定の結果より ､ pantopraz oleを連続投与するとcY P乙B s ubfamilyが増加する こ
とが明らかとな っ たo p pIのC YP2B subfamilyの誘導の程度はcYPIAの誘導時とは泉なり ､
そ の順序はpa ntopr a z ole>o m epr a z ole､ 1a n s opr a z oleで あり ､ pa ntopr a z oleが他剤に比べ て
c y p 2B誘導能が強い こ とが示唆された｡
p henacetinは ラ ッ トにお い て 主として C Y P IA 2により代謝され る こ とが明らかにされて い
るが[58】､ 基質濃度に より関与するP 450分子種が異なり[59]､ 高基質濃度で は MC処理 のみ
ならず､ p B処理 におい て も代謝活性が上昇する こ とが報告されて いる【58,60]｡ 今回の実
験で は高基質濃度(500〃M)で活性測定を行 っ ており ､ M Cおよびp B処理 いずれにおい ても
ほぼ同程度の活性を示 し ､ 既 に明 らかにされ て いる報告を裏付ける結果であ っ た ｡ 3種の
p pI投与によりそ の活性ほ いずれも約2. 5 - 3倍に 上昇し､ Ia n s opr a z oleの中用量投与群で
pantopr azole投与群に比 べ て有意に高い活性値を示したもの の これ らの上昇の割合はP PI間
で顕著な差は認められなか っ た ｡ 本研究により得られた結果から､ 今回用 いた3種のP PIは
いずれ もc Y P IA , C Y P 2 Bお よびty p 3 Aの 混合誘導型 で あ る こ とが 示 唆されたが ､
pantopra z oleで はtYP I Aよりむ し ろC Y P 2Bを強く誘導し､ o m epr a z oleある いはlan s opr a z oleは
cy p 2Bより む しろC Y P I Aを強く誘導する こ とが 明らか とな っ た ｡ した が っ て高基質濃度
のphen a c e血 におけ るOJeethylas e活性はいずれ の薬物におし1ても上昇し､ 結果としてP PI間
で は差が認められなか っ たと考察され る o Pa ntopra z ole､ o m epr a z oleお よび1an s opra z oleの 高
用量処理 におい て ､ CY P3 A 2の 指標となるT 6 H活性が有意に上昇したが ､ weste rnbloぬngの
結果からpantopr a z ole処理 によ る上昇は ､ o m甲 r a Z Oleお よび1an s opr az oleにおける上昇の程度
に比較して 小さい ことが示唆された o ま たp B処理 にお いてC Y P 2 C 6お よびc y p3 A 2の誘導
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が報告され て い るが[61】､ 今回得られたデ ー タも同様の誘導 を起 こす こ とが示された ｡
一 方､ p引こよりN A D P Hcyto chr o me cr edu ctase活性が上昇 し ､ Mqに より変化を受けない
こ とが既に 明らか にされて いる が[62,63]､ 本研究にお いて行 っ た wester nblotting により ､
N A D P Hcyto chr o m ec r eductase 含量 を測定した結果､ pB処理 により本酵素含量が増加し ､
同酵素活性の 上昇を蛋白量の 面 から裏付けた ｡ 一 方､ M C処理 で は N A D P Hcyto chr o m ec
reducta se含 量 は変化せず, p B処理 の 場合とは明 らか に異な っ て い た ｡ p pI投与 に よ る
N A D P Hcyto chr o me c redu cta s e含量 の変化はpPI間で大きく異な っ て お り ､ pantopr a z oleで は
P B処理 と同程度の増加 が認め られ ､ 一 方 ､ Ia n s opr a z oleで はMqの 場合と同様にN A D P H
cyto chr o m e c redu ctas e含量は変化しなか っ た. こ の 結果はpantopr az oleがp Bと同様にC Y P2B
活性を比較的強く誘導し､ 1a n s opr a z oleが M Cと同様にCY P I A活性 を強く誘導するとい う
p 450各酵素活性の成績を支持する もの で あ っ た｡
以上 の 結果から､ これ らのP PIの誘導能に は質的な差が認められる ことが明らかとな っ
たが ､ その 投与量 と の関係にお い て も差が認められて い る ｡ すな わ ち ､ 1弧 S Opr a Z Oleは
C Y PIAs ubfamilyの誘導に関 して50mg/kg/day投与にお い て強い誘導作用が認められて い る
が､ pa ntopr a z oleで はc y p2 Bは5 0mg/kg/day で は誘導されず､ 高用量の 300mg/kg/dayで認 め
られる のみ である o Pantopr az oleの ラッ トにお ける吸収率は非常に良好で ある ことから[6,8】､
同じ投与量のpantopr a z oleお よびo m epr a z oleで はom epraz oleに比較してpantopr a z oleで は薬物の
暴露量が著しく大きい o したが っ て ､ pantopr a z oleはo m epr a z oleお よび1an sopraz oleと比較し
て ､ in血n sicな薬物代謝酵素誘導能は著 しく低い と評価され る ｡
以上より ､ 3種のP PIはいずれも cy p IA､ C Y P 2 Bおよびc y p 3 A の混合誘導型 で ある こと
が示唆されたが ､ pantopr a z oleで はo mepr a z oleお よび七m s opr az oleに比 べ て C YPIAよりむ しろ
C Y P2 Bを強く誘導し､ o m epra zoleあるい はlan s opr a z oleはcYP2 Bよりむ しろCY P IAを強く誘
導する こ とが明らかとな っ た ｡
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小括
1. ラ ッ トにおけるpantopr a z ole､ o m epr a z oleお よびIan s opr a z oleの7日間の 連続投与により, 特
に高投与量(300mg/kg/day)で 肝ミク ロ ゾ ー ム におけるP450含量が程度は弱いが有意に上昇
し､ そ の順序はIan s opraz ole>om eprazole≧pantoprazoleであ っ た o また7日間の休薬期間をお
く こ とにより ､ P4 50含量は無処理群 の レ ベル にまで 回復する ことが明らかとな っ た ｡▲
2. Pantopr az ole､ o m epr a z oleおよび1an s opr a z oleの高投与量の ラ ッ トにお ける連続投与により
種々 の薬物代謝酵素活性およびp 450分子種含量が上昇し､ p450分子種の誘導パ タ ー ー ンは3
種のP PI間で 量的の みな らず質的に異なる ことが示唆さ れた ｡
3. 3種のP PIはいずれもC Y PIA､ C YP2 Bお よびc y 円Aを誘導し､ c Y PI Aの誘導につ いて は
Ian s oprazole>o mepr az ole>pantopr azole､ また ､ c y p 2Bにうい て はpantopr a z ole>om epr azole>
la n s opr a z oleの順であり ､ CYP3A につ い て は3薬剤とも同程度の誘導を示した ｡
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第2章 ラ･ツ トにおけるpr otonpu mpinhibitor連続投与時のUDP-glu c uTOnyト
transfe raseに及ぼす影響
ラ ッ トの療原性試験 にお いてpa ntopraz oleの類縁化合物で ある1an s opr a z oleに よる甲状腺腰
痛の 発症が報告されて い る[39]｡ 甲状腺にお ける腫療はN - m ethyトN - nitro s o u re a(N M U) やN -
bis(2-hydr o xypropyl)nitr o s o a min e(D H P N) の よう にそれ自身の活性中間体が甲状腺に直接作
用 して発生する場合【40〕, ある いはp Bをはじめとして多く の肝薬物代謝酵素誘導剤の よう
l
に発生原因が 二 次的で ある場合等が報告され て いる【4 1 A 3]. 後者で は甲状腺ホルモンを代
謝するU D P- glucu r o nyltra nsfer a se(U G T)が薬物投与に より誘導され､ 甲状腺ホルモ ン の ダル
ク ロ ン酸抱合が促進 し､ 血衆中甲状腺ホルモ ン減少に伴う甲状腺刺激ホルモ ンの 分泌促進
により甲状腺組織が過形成され る機序が提唱されて い る【4 ト43]｡ 甲状腺からは主に2つ の
ホルモ ンすなわち ､ thyr o xine(以下T4)およびtriiodothyr o nin e(以下T3)が分泌され ､ T3はT4
より強い 生理活性をもつ ｡ T4の 一 部は末梢組織におい て脱ヨ ウ素化されてT3になり､ これ
らの ホルモ ンは主 に肝臓におい て グルク ロ ン酸抱合あるい は硫酸抱合を受けて胆汁より排
他される ｡ 肝薬物代謝酵素誘導剤による血衆中甲状腺ホルモ ン濃度の減少は代謝酵素誘導
剤に より 甲状腺ホル モ ンの グルク ロ ン酸抱合が増加するためで ある と考察され て いる【64-
66]o 薬物代謝酵素誘導に伴う甲状腺痛発生 の メ カ ニ ズム は動物に特有であり ､ ヒトにお
い て は起こ らない と説明され て お
.n4 0】､ 実際､ 臨床使用にお いて こ れらの P PIの生体内
ホルモ ン レ ベ ルに及ぼす影響は少ない と報告されて いる【67-70】｡
u G T の分子多様性が報告されて いるが ､ そ の 一 分子種で ある U G T l family は α -naphthol､
p- nitrophen olあるい ほo- amin ophe n ol等のグルタ ロ ン酸抱合に関与し, M C等の薬物代謝酵素
誘導剤に より誘導される ｡ T4のダルク ロ ン酸抱合は主にこ の酵素が触媒する と考 えられて
い る o 一 方､ U G T 2 Bs ubfamilyはa ndr oste r o
'
n eの ダルク ロ ン酸抱合に関与し､ 薬物代謝酵素
誘導剤に より誘導 を受 けな い こ と が報告され て い る ｡ T3 の グル ク ロ ン 酸抱合は主に
U G T 2 Bが関与する と考 えられて い る[7ト73】｡
本研究で はラ ッ ト におけるP PIによる 甲状腺腫療発生における薬物代謝酵素誘導の役割
を明らか にするため ､ p PI投与によ るU G T の誘導 ､ またそれ に伴う血簾中甲状腺ホルモ ン
濃度の変動､ さ らに 甲状腺ホルモ ン の胆汁排雅 に及ぼす影響を検討した ｡
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第1節 ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム にお けるU D P-glu c u ronyltr a n sfer as e活性
3種のP PIを雌性ラ ッ トに5､ 50お よび30 0mg/kg/day (以下それぞれ低､ 中お よび高投与
塞) にて7日間連続投与後､ 得られた肝ミ ク ロ ゾ ー ム に おけ る T4 お よび T3 UO T活性をそ
れぞれ､ I o - amin ophe n olおよびandr o ster o n eを基質として測定した ｡
【実験結果】
T4 U G T活 性と して ､ o- amin ophen ol (250JEM) の U G T活性を測定したと ころ､ 高用量 の
pantopra z oleの 連続投与 によ り無処理群の 2･ 4倍 に増加 した(Fig..2 -1). 一 方 ､ 同投与量 の
o mepr a z oleおよび山m s opr a ヱ01eにお い て無処理群の それぞれ ､ 4. 5倍お よび3. 1倍に増加 した ｡
o mepr a z ole投与群で はpantopr a z ole投与群に比 べ て有意に高い活性を示した . po sitive c o ntr ol
で あるM Cに より無処理群の6.9倍に上昇した ｡ また ､ これ ら の活性の 上昇は M C処理 を除
い て7日間の休薬に より完全 に回復した ｡
T3 U G T活性と して ､ a ndr o ster o n e(107LM)のU G T活性を測定したと ころ ､ pa ntopr a z oleの
中およ び高用量投与群で有意に増加 したが ､ 無処理群の1.3倍 であり ､ 増加の程度は o-
amin ophe n oI U G T活性のそれ と比較して 小さか っ た (Fig. 2-2). また､ 高用量のom eprazole
投与群で無処理群 の1.3倍 に上昇し､ M Cお よびp B処理 に より無処理群 のそれぞれ ､ 1.5倍
および1.6倍と有意に増加した ｡ これ らの 上昇は7日間の休薬により回復 した 0
第2節 血薬中甲状腺ホル モ ン濃度
雌性ラ ッ トに3種のPPIを 300mg/kg/day の 投与量で7日間連続投与し､ 最終投与から24時
間後における血衆中甲状腺ホル モ ン濃度を測定した｡
【実験結果】
血奨中totalT3お よび什eeT3濃度はpantopr a z ole､ o m epr a z oleお よび1an s opr a z oleの いずれの連
続投与に よ っ て も影響を受けなか っ たcrable2-1)｡ 一 方､ 血祭中 total T4 濃度は1an s opr a z ole
により無処理群の 55 糾こ有意に減少 した . Pantopr a z oleお よびo mepraz ole投与により ､ 無処
理群の それぞれ ､ 77 %および80如こ減少したが ､ 有意差は認められなか っ た . また ､ M C
お よびp Bにより無処理群のそれぞれ ､ 26 %および48 %k有意に減少した ｡ さ らに､ 血 紫
中free T4 濃度は1an s opr a z ole により無処理群の 54 %に有意に減少した o こ の減少はpanto-
＼
pr az oleあるい はo m甲r a Z Ole処理 に比 べ て 有意に大きか っ た ｡ また ､ M Cお よびp B処理 により ､
血紫中fre eT4濃度は無処垣群のそれぞれ ､ 31 %および52剥こ有意に減少したo
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Table 2-1
pla sm athyroidhor m o n e) velsfo=o wingrepeatedoraladministr ation of
PA N, O M and LA Nat thedos e of 30 0mg/kg/dayforlw e ek .
F｢e eT4
過 吐L +
15.1 士 3.4
1 2.1 士 1.0
☆
1 2.4 士 0.6
8.1 士 1.1☆1$
4.7 ± 1.5
★
7.8 ± 0.5
☆
F｢ e eT3
_ _ 此
3.431 d: 0.08
3.21 d= 0､28
2.97i 0.17
2
.95± 0.5 5
2.86虫 0.4 4
2,65＋_ 0.23
*
Tola】T4
_ 地 ⊥
3 6.8 ± 8.5
2 8.5 士 8.6
29.3 士 0.3
20.1 ± 3.9
★
9.6 士 3.9
★
1 7.8 士 2.1
★
Tr e atm e n一 丁ota一丁3
(ng/mI)
■ ■ ■
. _ - ■_ - ■ _ - 1_ 一 一 - 〝 ･ - - ■- - 一 - - 一･ ‾ - - - - - - - - - - - I - ■' '- ･ -
`
'l ■■ ‾ -
-
- - - -
I
U 0.6 2＋_ 0.2 0
PA N 0.71 ± 0.06
0 M 0.51 ± 0.05†
LA N 0.54 士 0.07
M C 0.35士 0.1 0
★
P B 0.4 5a_ 0.0 6
Atlv alu e s arepre s e nted a sm ean s±S･ D ･ Groups w e re compared byAN OVA･
folo w edbyFishe r
l
s PLSD m ethod for m ultiple c o mparis o n s･
★
, Signific antdiffere n c e
from c o ntr olgroup, p<0.05. †, Signific a ntdiffer e n c efro m P A N
-tr eatedgroup, p<0･0 5･
令, signific antdiffe r e n c efro mOM
-treatedgro up, p<0･0 5･
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第3節 [12 5Ⅰ]T hyr o xine前処置ラ ッ トにお けるproto npump inhibito r連続投与の 甲状腺ホル
モ ン代謝 に及ぼす影響
3種 のPPIを 300 mg/kg/day の 投与量 で7日間連続投与した雌性ラッ トの 甲状腺ホル モ ンを
[125I]thyr oxine前処置 により放射能ラベル し ､ 胆汁中の放射能を測定す る ことに より各投
与薬物による 甲状腺ホルモ ンの 胆汁排准に及ぼす影響を検討した ｡ また ､ 胆汁中に排滑さ
れ る甲状腺ホルモ ン の代謝物がp pI処理 に より質的または量的に変化するか否か を調 べ る
た め, 甲状腺ホル モ ンを [125I]thyr o xin eで前処置した ラ ッ トの胆汁申代謝物の パ タ ー ン を
放射能検出器を備えたH P L Cを用 い て検討 した｡
【実験結果】
3-1 甲状腺ホルモ ン胆汁排滑試験
Pantopr a z ole 3 00mg/kg/dayの 連続投与により 1分間あたり の胆汁中に排滑される放射能
量は無処理群の 1･4 倍に上昇したが , 有意な変動ほ認められなか っ た (Fig. 2-3). 一 方 ､
o mepr a z oleお よび血s opr a z ole処理群におい て ほ ､ 無処理群 のそれぞれ､ 2. 7倍および2.2倍に
有意に増加し､ これらはp弧tOpr a Z Ole処理群に比 べ て 有意に高 い値であ っ た ｡ また ､ p Bお
よびM C投与群は無処理群の それぞれ ､ 2.3倍お よび4.2倍で あり ､ い ずれ も有意な上昇が
認められた ｡ い ずれ のP PI処理に おい て も胆汁中に排滑される放射能の 増加に伴い ､ 胆汁
排滑容量 の増大が観察され ､ 約1. 5- 2. 1倍に増 加 した ｡ しか しなが ら､ こ の現象は M C投与
で は認められ なか っ た ｡ また ､ 胆汁中ホル モ ン濃度で評価する と ､ 胆汁1 mgあたりの放射
能はpantopra z ole投与群は無処理群に 比較して増加せず, 一 方 ､ o mepr a z ole投与群は無処理
群の1･8倍､ M C投与群は3･4倍に増大した ｡ また ､ 本実験 で得られた1分間あたり の胆汁
中放射能とo - a min ophen olお よび andr o ster oneのU G T活性との相関を調 べ た と こ ろ ､ 【3H]-
andr o stero neUGT活性とT4の胆汁排継速度との間には相関は認められなか っ たが(r2=o 3 5 8)､
o- a min ophenoIUG Tとそれとの間には非常に良い相関(r2= o.97 6)が認 められた(Fig. 2-4)o
3-2 胆汁中甲状腺ホルモ ンの胆汁中放射能プロ フ ァ イル
得られた胆汁をHPL Cにより分析すると ､ 無処理群にお い て は主 としてT4お よびそ の代
謝物であるT4glu c u r onideが認めら れ そ の他 ､ min o rな代謝物が検出された(Fig. 215)o 3種
の P PT の いずれの処理にお いて も ､ fre e T4 は ほとん ど検出されず､ 放射能の大部分が T4
glu c u r o nideiこより占められて い る こ とが明らかとな っ たo
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考察
甲状腺ホルモ ンはU GTによりグルタ ロ ン酸抱合を受け､ 胆汁より排滑される ｡ 薬物代謝
酵素誘導剤の投与により甲状腺ホルモ ンを代謝するU G Tが誘導され ､ そ の結果グルク ロ ン
酸抱合が促進 し ､ 血紫中甲状腺ホル モ ンが減少する ｡ これ に伴 っ て甲状腺刺激ホル モ ン の
分泌が促進する ことより 甲状腺組織が過形成されるこ とが報告されて い る[4 2,43,66】｡
MCおよびp B等の典型的な薬物代謝酵素誘導剤はp4 5 0に加 え てU G Tも誘導し､ M Cお よ
びp Bは主 として異な っ たu O T分子種を発現させ る こ とが報告さ･れて い る[7 1】｡ それゆえ ,
p pIも簸1章 で述 べ た ようなP450 の誘導 の みならずu G Tも誘導する可能性がある ｡ さ らに､
p pI間でP 45 0の 誘導パ タ ー ンが異な っ て い る ことか ら､ 誘導 され るU G T の分子種もP PI間
で 量的あるい は質的な差が存在する可能性も考えられる ｡
甲状腺ホルモ ン ､ T3お よびT4は異なるU G Tによりグルク ロ ン酸抱合を受け､ それぞれ数
種の U G Tが関与す る こ とが既に報告され て い る[72,73]｡ T4の グル ク ロ ン 酸抱合にはo-
a min opbe n olを代謝す るU G Tが主に関与し､ こ の酵素はM Cやp c Bにより誘導され る ｡ また ､
T3のダルク ロ ン酸抱合には 皿dr o ste m n eの代謝を司る酵素が主に関与すると考えられて い る
[7 1,74-7 6]｡
p pI連続投与後の肝ミク ロ ゾ ー ム中o- amin ophe n oIU G T活性は ､ P PI高投与量群(300 mg/kg/
day)にお い てo m epr a z ole>lan s opr a z ole>pantopr a z oleの順に高い 活性値を示した｡ 一 方､ 中
投与量群(50mg/kg/day) において時1an s opr a z ole はo m epra z ole より強い誘導を示 し､ また ､
7日間の休薬後も β - a min ophen oI U O T活性も Ian s opra z ole投与群で は回復が認められず､ そ
の 活性値はM C投与群に 匹敵 して いた . 以上より ､ 1a n s opr a z oleはo mepr a z oleと同様に強い o-
amin ophe n oI U G T誘導能を持つ こ とが示唆された ｡ 第1章にお い て3種 のP PIがp450を誘導
する こ とを明らかにし , そ の誘導能 他ans opra z ole>om epr az ole>pantoprazoleの順であ る こ
とを明らかにした ｡ さらにそれ ら の誘導には化合物間で質的な差が認められ ､ いずれ の化
合物も M Cお よびp Bで 誘導されるP 4 50分子種を誘導するも の の ､ 1a n s opr a z oleお よび
o m epr a z oleで はM Cで 誘導される C Y P IAが強力 に誘導され ､ この 結果は今回得られ たo-
a min opben oI U O T活性 ､ すなわちu G T l活性の誘導パ タ ー ン に類似して い た ｡ p B投与にお
い て もo- a min ophe n oI U G T悟性が上昇 し ､ U G T l活性はM C二 p B両薬剤 に より誘導を受ける
こ とが示 され た o しかし､ この 活 性の誘導能はM Cがp Bに 比較して はるかに強か っ た o 一
方 ､ pa ntopr a z ole連続投与に よるC Y PI A の誘導は他のP PIに比 べ て 弱か っ た ことから(第1章)､
p pI間で のo- a min o≠he n oI U GT の誘導の差異がc y pI Aと類似したパ タ ー ン を示す こ とが示唆
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された ｡ a- Amin ophe n oI U G T､ す なわち ､･ u G T lは酵素誘導剤によりA hre ceptorを介した誘
導が起 こ る こ とが示唆され て おり ､ U O T lとcyp IA の誘導に相関関係がある こ とが報告さ
れて いる[77]｡ P Plの成績におい て も同様の誘導 ^
o
タ ー ン が認め られる
■
こ とから ､ 今回得
られたP PI連続投与によるU O T lの韓導はc y pI Aのそれとの 関係を裏付ける結果であっ た｡
T3 グルク ロ ン酸抱合に関与するUGTの誘導に関して はandro ste r o neを基質にして検討し
たが ､ M C､ P Bある い はP PIの 一 部の投与量で有意な上昇が認められたも の の いずれもそ
の 上昇の程度は低か っ た . したが っ て , PPIのT3 グルタ ロ ン酸抱合に及ぼす影響はT4 に比
べ て 小さい と推察される｡
p pI間で差は認められる もの の高用量で処理 したとき､ いずれの薬剤も肝ミク ロ ゾ ー ム
におい て o-a min ophe n oI U G T活性の 顕著な上昇を示す こ とから ､ こ の用量におい てP PI投
与に よる血梁中甲状腺ホル モ ン濃度に及ぼす影響を検討した ｡ 血祭中甲状腺ホルモ ンの大
部分はT4で占められて お り ､ またT3､ T4いずれもそ の大部分が代謝物として存在する｡ し
たが っ て ､ 量的 にmajorなT4の代謝に及ぼすu G Tの変動は総甲状腺ホルモ ン量の変動に大
きく寄与する こ とが考 えられ る . 血紫申の totalおよび 打eeT4 濃度の低下は p pIの中で は
?
1ansopraz oleが最も顕著で あ っ た o しかしな がら ､ P PI投与によるホル モ ン濃度の減少は小
さく ､ これ はP PIの 1週間の連続投与により肝臓 の薬物代謝酵素は誘導されるも のの , 甲
状腺ホルモ ン には恒常性を保つ た め のプ ー ルが用意されて おり､ この 生体防御機構により
甲状腺ホルモ ン の血渠中演度に大きな変動が 与えられなか っ たと考えられる[7 8】. 一 方､
M C投与で はu G Tの 誘導は著しく強く ､ 甲状腺ホルモ ン の プ ー ル の 枯渇を伴うため ､ 結果
として血祭中total T4 お よびrre eT4濃度が減少したと考えられる ｡ M Cと同様の薬物代謝酵
素誘導を行うB- n aph tho -na v o n eの 場合もT4の血祭中濃度を顕著に減少させ ､ 肝 ミク ロ ゾ ー
ム にお いて高いp- nitr ophe n oI U G T活性を示す ことが報告されて いる[79]. 一 方､ T4から T3
ヘ の脱ヨ ウ素化を阻害するpr op ylth io u r a cilはM Cやp Bに比較して血清中T3およびT4を顕著に
減少さ せ ､ 甲状腺刺激ホルモ ン レベ ルを劇的に 上昇させ るが ､ ワG T活性には変動を与えな
い ことか ら､ M Cやp Bとは異なる機構で 甲状腺に作用 して い ると考えられ る【80]｡ また ､
p pIの投与によ っ てT3の血紫中濃度の変動は認められず､ この 結果はppIが 乃 U G T活性に
影響を及ぼさない事実とよく相関して いたが ､ T3はT4からの脱ヨウ素化や硫酸抱合による
代謝を受けるため ､ 一 般にU G Tの変動のみ で は説明で きない[81]｡
甲状腺ホルモ ン を [125I]thyr o xineで 前処置した ラ ッ トにおも1て 甲状腺ホルモ ンの胆汁排
雅量はpa ntopr a z oleをは じめ とするPPIおよび薬物代謝酵素誘導剤の連続投与により上昇し ､
こ の 上昇 の 割合はそれぞれ の薬剤 による U G T の誘導の割合とよく 一 致 して おり ､ o -
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amin ophenoI U G T活性の誘導の結果(o m epr a z ole>1a n s opra z ole>pantopr a z ole)をよく反映して
い た o さ らにH P L Cによる月旦汁中甲状腺ホルモ ン の 分析を行 っ た結果､ H P L Cchr o m atogr a m
上でfree T4のpe akが無処理群で は認め られたが ､ pantoprazoleをは じめ他の薬物処理すべ て
において このpeakは消失し ､ 大部分がそ の代謝物で あるT4 glu cu r o nideとして存在して い た o
さらに薬物処理 によ る胆汁中 へ の ホルモ ン排雅量増加に伴 っ て 胆汁の容量も増加し ､ 見か
け 上 胆 汁中ホ ル モ ン濃度 は 維持さ れ て い る こ と が 示 唆さ れ た ｡ 同様 の 現象 は
hex achlo r obe n zeneをラ ッ トに投与 した とき にも認 め られ て お り[65]､ ホ ル モ ン漉度を 一 定
に保つ た めの 生体側の 防御反応の 一 種とも考えられる o ただし､ M Cは胆汁排雅量を全く
変化させず､ p pIやp Bとは異な る結果で あっ た ｡
3種のP PI の連続投与によりラ ッ ト肝 ミク自ゾ - ムにおけるT4 U G Tの活性は上昇 し ､ 甲
状腺ホルモ ン のglu c u r o nideの胆汁排継が上昇す る ことが明らかとな っ た ｡ しかしながら ､
pantopra z ole投与によるU G T括性の上昇やT4 グルク ロ ン酸抱合 の促進の程度は他のP PIと比
較して 小さく ､ 甲状腺ホル モ ン レベ ル に及ぼす影響は これ らの薬剤間では最も低い と考察
される o したがっ て ､ ,pa ntopr a z oleの投与により甲状腺過形成が惹起され る 可能性は他の
p pIに比 べ て 極めて低い と考 えられる ｡
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小括
1･ S D系雌性ラ ッ トにpantopraz ole､ o m epr a z oleお よび1a n s opr a z oleを 300mg/kg/day の投与量
で7日間連統投与する こ とにより ､ 肝ミク ロ ゾ - ム におけるo-amin ophen oI U G T活性は無処
理群に比 べ て 有意に上昇し､ そ の誘導能はo mepraz ole>1an s opra z ole>pa ntopr az oleの 順で あ
つ たo すなわち ､ pantopr a z oleに よる誘導はom epraz oleおよび1an s opr a z ole投与群に比較して
有意に弱か っ た ｡ この酵素は甲状腺ホルモ ンT4の ダルク ロ ン酸抱合を司る主要な酵素で あ
l
り､ pa ntopr a z oleの甲状腺ホルモ ンの代謝に及ぼす影響は3薬剤の中 で最も小さい ことが示
唆された ｡ 一 方､ T3 の代謝に関与す るa ndroster o n eU G Tに対 して はいずれ のP PIも顕著な誘
導を示さなか っ た｡
21 PPIを300mg/kg/dayで7日間連続投与した雌性ラ ッ トにおける甲状腺ホルモンの血紫中
濃度は1an s opr a z ole投与群で顕著な減少を示し､ pantopraz oleおよびo m epr a z ole投与群に比 べ
て 有意な変動が認められた ｡
3. [12 5I]T hyr o xin e前処置ラ ッ トにおける P PI連続投与の甲状腺ホルモ ン代謝に及ぼす影響
を調べ たと こ ろ､ いずれ の P PI にお いて も肝臓の T4U G Tが誘導され ､ 甲状腺ホルモ ンの
胆汁排他量が増加したが ､ pantopr耳Z Ole 投与によ る T4 グルタ ロ ン酸抱合の促進の程度は他
のP PIと比較して 小さく ､ 甲状腺ホル モ ン レベ ルに及ぼす影響はこれらの薬剤間で最も小
さ い ことが示唆された ｡
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第3章 ラ ッ ト初代培養肝細胞におけるproton pu mp inbibitor添加時の薬物
代謝酵素系に及ぼす影響
第 1章におい て ラ ッ トin vivoの 薬物代謝酵素誘導試験でpa ntopra z oleはP450を誘導するが ､
その 酵素誘導能はo m epr a z oleお よび1an s opr a z oleと比較して著しく低く ､ さ らにo m epra z oleお
よびIa n s opr a z oleはpantopr a z oleに比較して ､ 特にc Y P IAを強く誘導する ことを述 べ た .
1
ラ ッ
トにお けるo mepr a z oleのP450, 特にc Y P I Aの誘導はヒ トと同様にいく つ か報告されて いる
が【82､83]､ C Y P I Aはc y p 2 Eおよびc y p 3 Aととも に発唐物質の 活性化に関与するこ と
-から､
薬物投与 に起因する こ れ らのP450分子種の誘導は発癌の発生頻度を上昇させ る可能性を示
唆するも ので ある[1,2,49]｡ したが っ て ､ P PIによるC Y PI Aの誘導の有無を把握する ことは
非常に重要で ある ｡
近年 ､ 薬物代謝酵素誘導試験としてin vivo贋にお ける投与実験の他に初代培養肝細胞を
用い たin vitro系の評価方接が用 い られて いる o この 系は誘導剤の体内動態の差に よる見か
け上の誘導能力 の差を除外で きる ｡ 初代培養肝細胞を用い た酵素諦導試験は動物およびヒ
トで試みられて おり ､ in viiro か らin viv o を予測する系として そ の有用性は高ま っ て いる
[糾 ,8 5】｡ そ こ で ､ 今回我 々 は雌性 ラ ッ トの初代培養肝細胞を調製し､ pantopr a z oleと
inc ubatio nした後､ 培養肝細胞に お けるCY P IAの 酵素活性および含量を測定し､ その成凍
をo m epr a z oleお よび1a n s opr a z oleにお けるそれ と比較する こと により ､ p PIのin vitroにおける
薬物代謝酵素誘導能を評価した｡
第1節 cY P IA活性に及ぼす影響
ラッ ト初代培養肝細胞におけるP PI(2､ 5お よび10p叩 のC Y P IAに及ぼす影響を調べ る
ため､ 48時間培養後の肝細胞におけ るE R O D活性を測定した｡
【実験結果】
ラ ッ ト培養肝細胞mg蛋白あたりの 駅 0功背性の4例の平均値±標車偏差および個体毎の
活性値をFig.3-1およびFig.3- 2に示 した o 3種 のP PlのE R O D活性を比較 したと ころ ､ 10 pM
pantopr a z oleにお いて 上昇傾向を示したが､ c o ntr olに比較して有意な変勤は認められなか っ
た ｡ 一 方､ 10pM om epra zole､ 5お よび10pM lan?opr a z oleにお けるE R O D活性はco ntrolに比 べ
て それぞれ ､ 6.8倍､ 9.0倍および11.4倍と有意 に 上昇した . また､ po sitiv ec o ntr olで あるM C
処理で はco ntrol の3 6.9倍の 活性を示 した . 10pM o mepra z ole､ 5および10♪`M lansoprazoleに
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おけるE R O D活性はpantopra z oleと比較して有意な上昇を示 した ｡
第2節 c Y PI A含量 に及ぼす影響
ラ ッ ト初代培養肝細胞におけるP PI(2､ 5お よび10yM) の C Y P IA含量に 及ぼす影響を調
べ る た め ､ 4 8時間培養後の 肝細胞より得られたホ モ ジ ネ - トに おける含量をWeste r n
blot血gに より定量 した ｡
【実験結果】
ラッ ト培養肝細胞におけ るC Y P I A lお よびc y p I A 2含量の4例 の 平均値 ±標準偏差を
Fig.3
-3に 示し た ｡ また ､ c Y P IA lお よびc ypIA 2含量の個体毎の値をそれぞれ Fig･ 3-4お
よびFig.3-5に示した ｡
c y p IA l含量 は2､ 5および10 yMのpa ntopra z oleにお い てco ntr ol のそ れぞれ ､ 203 %, 194
%および188% と増加傾向を示したが ､ 有意な変動は認められなか っ た o 一 方､ 同濃度 の
o m epr a z ole処理 にお いてco ntrol のそれぞれ ､ 240乳 242 %お よび633剥こ増加し､ 10yM の
o m epr a z oleにおい て有意な増加を示 した ｡ また ､ 同濃度の1an s opr a z ole処理 にお いてcontrol
のそれぞれ ､ 211乳 788%および807 %に増加し､ 5 および 10yM にお いて有意な増加を
示した o しか し､ o mepr a z oleお よUla n s opr a z oleにおけるCYP l
'
A lの誘導はposidv e c o ntr olで あ
るM C処理 による含量 の 上昇(対c o ntrol比 27 13 %) に比較して程度は低か っ た . C Y P IA 2含
量につ いて も ､ 2､ 5 および10yM の pa ntopr a z ole､におし1て co ntr olのそ れぞれ､ 137 %. 130
% および124 % と増加傾向にあっ たが有意な増加は認められなか っ た ｡ 一 方 ､ 同濃度 の
o mepraz ole処理 にお いて はco ntr olの それぞれ ､ 170 乳 145%および358 %に増加 し ､ 2およ
び10JiM に おいて有意な増加を示した o また ､ 同濃度のlan s opr a z ole処理 によりc o ntr ol のそ
れぞれ ､ 134 乳 438 %お よび462糾こ増加し. 5および10yM にお いて有意な増加を示した .
伽 1ePr a Z O16および1an s opr azole処理 によるCYPI A 2の誘導の程度はc Y P IA lに比較して 小 さく ､
また ､ M C処理 にお ける上昇(対co ntrol比 1166%) に比較して程度は低か っ た. しかしなが
ら､ 10JIM o m epr a z ole､ 5お よび10pM lan sopr a z oleにお けるC Y PI A含量はpantopr a z oleに比較
して有意な増加を示した ｡
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考察
近年､ 薬物代謝酵素の誘導ある い は阻害作用を調 べ る方法として in vivo にお ける投与
実験の他に初代培養肝細胞および肝ス ライス を用 いた in vitr o 系の 評価方法が用 い られて
い る ｡ 培養肝細胞は主として酵素誘導を評価する実験 に供せ られて い るが ､ 培養期間中の
薬物代謝酵素活性 の低下が問題 で ､ 特 にラ ッ ト培養肝細胞 で は活性 の低下 が激しく ､
culture m ediu mや マ トリ ッ クス に関する研究は未だ発展 の途上にある【87,88]. 培養肝細胞を
用 い てin vivoに近い機能を再現させるためには､ 先ず生細胞を高収量に得る こ とが必須条
件で ある. 本研究にお いて調製したラ ット肝細胞は trypan blue 染色により93 %以上の高い
viabilityを得ており ､ 薬物代謝酵素誘導能を十分評価で きる系であると判断した｡
我々 は ラ ッ トにP PIを連続投与した際の薬物代謝酵素に及ぼす影響を調べ ､ pa ntopr a z ole
は主 としてC Y P 2Bを､ o m epr a z oleお よかl甲S OPra Z Oleは主 としてC Y P I Aを強く誘導する こと
を第1章にお い て述 べ た ｡ c Y P I Aの 誘導は発癌物質の 活性化 に 関与するため ､ p P Iと
c y p I A誘導の関係を解明する こ とは非常キこ重要で ある o 今回 ラ ッ トにおける初代培養肝細
胞を用 い て臨床濃度ある いはラ ッ トの有効血中濃度を反映した低濃度 のPPIの 暴露によ る
c y p I A酵素に及 ぼす影響を調べ た ｡ また ､ p pIの暴露量 とC Y P I Aの誘導との相関を調べ る
･目的で ､ 培養肝細胞 へ の添加濃度を2､ 5および10yM の 3 濃度に設定した . 添加濃度 の上
昇に伴い ､ o m epr a z oleおよびkm s opr a z ole添加によ りC Y P I A酵素活性および含量は上昇した
が , pantopr az ole処理で は いずれ の硬度におい て もそれ らに有意な変動を示さなか っ た . ラ
ッ トにpa ntopr a z oleを5および50mg/kgで30日間連続投与した際の最高血紫中濃度(cm a x)はそ
れぞれ ､ 約5 お よび 57pLM と報告されてt)る[89]o これらの投与量で7日間連続投与して得
られた肝ミク ロゾ ー ム に おけ阜C Y P I A酵素活性 に 上昇が認め られなか っ た こ とか ら (第1
章)､ 今回得られたin vitroの 結果はin vivoにおける現象を非常によく反映して い る こ とが示
唆された ｡ 一 方､ o m epr a z oleお よびkm s opra z oleは本実験で用い た最低濃度 2pM より誘導傾
向が認められ ､ o m epr a z ole 10〃Mで有意な増加 を示したの に対し､ 1an s opr a z oleは5pMより
有意に増加した ｡ 以上 の結果から､ ラ ッ トの初代培養肝細胞におけるC YP IAの誘導の程度
は1an s opr a z ole>o m epr a z ole>pantopr a z oleの順に強く ､ これはin vivo でP PIを連続投与した際
に認められたc y p IA# 導のP PI間で の達も1と 一 致する こ とが明らか とな っ たo した が っ て ､
ラ ッ トのin vitroにおけ るC Y PI Aに対する誘導結果からin vivoにお ける誘導パ タ ー ンが予測
で き､ こ のin vitroとin vivoの 関係を用 い る ことに よ っ て ヒトの初代培養肝細胞の結果から
ヒ トのin viv oに おけ るP PIの酵素誘導能をある程度予測で きる可能性が示唆された ｡ すな
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わち ､ 今回試みた動物におけるin vitr oか らi甲 Viv oヘ の 外捜は ヒトに 創ナるPPIの 酵琴誘導能
評価法に対 して 重要な指針を与えた ｡
以 上 よ り ､ ラ ッ ト に お けるpa ntopr a zoleの 薬物代謝酵素誘導能はo m甲r a Z Oleおよび
Ian s opraz oleと 比較して 著しく低 い と評価された o また ､ pp I の酵素寮導試験 に関してin
vitro系の 結果からin vivo系の 現象を予測で きると いう可能性が示唆された o
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小括
ラ ッ ト初代培養肝細胞に2､ 5および10〃Mのpa ntopraz ole､ o m甲r a Z Oleお よび1a ns opr a z oleを
48時間暴露した後のE RO D活性およびc y pIA含量 は､ o mepr a z oleおよび1an s opr a z oleの添加漉
度の 上昇に伴 い増加したが ､ 一 方 ､ pantopr a z oleで はいずれ の添加濃度 にお いて もそれ らの
上昇は認められなか っ た ｡
以上の 結果より ､ ラ ッ ト培養肝細胞 におけ る3種のP PIのC Y PIA酵素油性および酵素含量
に及ぼす影響はIan s opr az ole>o meprazole>pantopr a z oleの順に強い ことが認 められ ､ この結
果は ラ心トのi乃 Vivoに おける結果とよく相関し ､ in vitr oか らin vivoの結果が予測可能で あ
る こ とが明らかとな っ た ｡
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第4章 ヒト初代培養肝細胞におけるprotonpumpinhibitor添加時の贋物代
謝酵素系に及ぼす影響
第1章および第3章にお い て ､ ラ ッ トで は3種 のP PIは いずれもc ypIA､ C Y P 2 Bおよび
c y p3 A混合型 の 誘導剤 で ある が､ pa ntopr a z oleで はc Y P I Aよりむ しろC Y P 2Bを強く誘導し､
o mepr a z oleおよび1a ns opra z oleはc Y P 2Bよりむし ろC Y P IAを強く誘導する ことが示唆された ｡
また ､ C Y P IA の誘導に関して はラ ッ トのin vivoにお ける投与実験と初代培養細胞を用 い た
I
in vitro実験 における結果がよく相関する こ とから ､ 培養肝細胞を用い たin vitT10の デ ー タか
らif Wivoの結果が予測可能で ある こ とが明らかとな っ た o
一 方､ o mepr a z oleおよび1an s opraz oleにお い て は ヒトに連続投与す る こ とに よりC Y PI A 2が
誘導され る こ とが報告されて い る【32-3 6〕｡ また ､ ヒト初代培養肝細胞を用 いた実験で ､ こ
れらの薬物に よりc Y PIA 2お よびc y 円 A 4が強く誘導され る こ とが示唆されて い る[37,38]｡
ヒトにお けるpantopr a z oleを含む これ ら3種のP PIの薬物代謝酵素誘導能の比較は今まで に
なされてお らず､ 正常ヒ ト初代培養肝細胞を用 いたin vitr o系の 評価法は有用と考えられる o
ヒ ト肝細胞の場合､ 遊離細胞のみならず初代培養肝細胞が多く 剛 1られて い るが ､ 薬物の
毒性[90】､ 代謝[91]､ 代謝酵素の阻割92]や静割93,94]を評価する際､ い ずれの 場合も比較
的よくin vivoの結果に対応して い る ことが知 られて いる . 初代培養肝細胞はラ ッ トの 場合､
活性の低下が著明であるが ､ ヒト の細胞は初代培養で酵素活性が比較的保持されており ､
また ､ ヒ ト肝細胞はP4 50含量が初代培養において も他の 動物種に比較 して良く保存されて
い る こ とが報告されて い る[88】. K ru s ekopfらはHepG 2細胞を用 いてPPI のin vitro における
薬物代謝酵素誘導能を評価 したが【95]､ HepG 2細胞はヒ ト肝臓癌由来 の株化細胞で あり ､
正常な肝細胞にお ける薬物代謝を必ずしも反映しない と報告されても1る ｡ したが っ て ､ ヒ
トの 正常培養肝細胞に薬物を暴露する こ とにより ､ 薬物代謝酵素誘導能の評価を行うこと
は非常に有用な方法で あると考えられる｡
本研究で は3種のP PIを ヒ ト初代培養肝細胞に暴露し､ 72時間培養後の薬物代謝酵素活性
およびp450分子種含量を測定して ､ そ の 成績を比較する ことに より ､ P PIの ヒトにおける
薬物代謝酵素系に 及ぼす影響を評価 した ｡
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第1節 c y pIA活性および含量 に及ぼす影響
3種のP PIお よびc y pIA誘導のpo si也v e c o ntr olで あるM Cを暴露 した ヒ ト初代培養肝細胞に
おけるC Y PIA活性､ すなわちe也o xyr es o n血 0-dee也yla s e活性(以下 E R O D活性)を ､ また ､
c y p IA 2含量 をWeste m blot血gにより測定し､ s olvent c o ntr ol (以下 co ntr ol) に対する比
(per c e ntage)を求めた . c Y P I A 2は ヒトにお けるC Y P IA酵素の 主要なis ofo rmで ある o 以下 ､ 3
名のdonorより得た肝細胞にお ける結果を個別 に示す ｡
【実験結果】
ト1 C Y PIA活性の測定(Fig. 4-1)
Hum an#1
co ntr olにお けるE R O D活性はo.210pm ol res o rufin/min/mg pr oteinで あり ､ いずれ の 濃度 の
ppIにおい て もc o ntrolに比 べ て 有意な活性上昇が認められ ､ またそ れ らにほ潰度依存的な
誘導傾向が認められた o 10JEM pa ntopra z ole､ o m epr a z oleお よびIan s opraz oleにお いてco ntr olの
それぞれ ､ 3 15､ 994および650 %と有意な活性上昇を示し ､ H um an#1における誘導の強さ
はo mepr a z ole>1a n s opr a z ole>pa ntopr a z oleの順 で あ っ た ｡ しか しなが ら､ これ ら の誘導は
positive c o ntr olで ある1pM M C の対co ntr ol比2080 %8こ比較 して程度は低か っ た o
Hu m a n# 2
Hu m a n# 2 のc o ntr ol における E R O D活性ほ 0.126pm ol r e s o rufin/min/mg pr otein で あり ､
pantopra z ole 2､ 5お よび10JLMの いずれの濃度におい て もc y pI A 2の誘導は認められなか っ
た . 一 方､ o m epra z oleおよび1an s opr a z oleにお い て は両者で同程度の誘導が濃度依存的に認
められ ､ 10yM にお いてco ntr olのそ れぞれ ､ 483および498 %の有意な上昇を示した . した
が っ て ､ Hu m an粛2における誘導の強さは1an s opraz ole≒ o mepr a z ole≫pa ntopraz oleの順であ っ
た o また ､ po sitiv e c ontr olで ある1yM M Cの対control比は1516% で あ っ た ｡
Hu m a n#3
Hum a n#3の c o ntr ol にお ける E R O D活性は 0.017pm olr e s orufin/min/mg pr otein であり､
pa ntopra z oleの添加 により若干 の誘導傾向は認 められたが ､ 有意な活性上昇は認められなか
っ た ｡ 一 方､ o m甲 r a Z Oleおよび1a n s opr a z oleにお い て は濃度依存的な誘導が認 められた ｡
ヽ
伽1ePraZOleお よび1a n s opr a z oleは同添加濃度のpantopr a z oleに比 べ て10-20倍高いER OD活性を
示し､ 10ノノM o mepraz oleおよび1an s opraz oleにおい てco ntr olのそれぞれ ､ 3565および1929 %
を示 した の に対.し､ 10 yM pantoprazoleで はco ntr olの194 %に過ぎなか っ た o また ､ 1 yM
- 50-
2.5
Hum a n#1
J ～
1=
■
-
-: 4
L
a
ロ)
∈
㌔
重 3
`
石
∈
CL
ヽ
■ ■ ′
.% 2
>
:Jコ
0
a
8 1
1エ
山
0.8
(
⊂
q)
●l■ ′
0
邑 0.6
ロ)
長
【:
長
巨o･4
(1
ヽ_ -′l
杏
:i
ち
吋 o.2
【⊃
○
正:
山
～
0 2 5 1 0
C + -PA 帖一
Hum a n#3
2 5 10
L o醐 - +
2 5 10 1(PM)
+ UIN J M C
0 2 5 10 2 5 10
C JJP A N･ -
'
+ OM - +
2
L ふ1o MIc(pM)
～
【:
葛 2
ゝ-
C L
ロ)
長
･
Bl･5
`
石
≡
a
言 1
-
S;
召
a
8o･5
【工
LU
Hum a n#2
～
o 2 5 10 2 5 10 2 5 10 1 仙M)
C L -P A N- J O M- + L _ LAN. + M C
Fig.4-i. Effects of P AN, O MorLA Ntreatm enton E ROD activitie sin prJm aryhum a n
hepatocytesc u一tu red for72hr.
☆Signific antfydifferentfrom c ontro(byScheffe
'
s Fposthoete st(p<0.05).
拙Signific a nt]ydiffe rentfrom control byScheffe
l
s Fpo sthoetest(p<0.01).
- 51-
M C のE R O D活性はco ntr ol の 4265 %の値を示 し ､ o m epr a z oleお よび1an s opr az oleの 酵素悟性の
誘導はMCに匹敵する強さである こ とが 明らか とな っ た o すなわ ち､ .Hum an伯 に おける誘
導の強さはo mepr a z ole>1an s opr a z ole≫pa ntopr a z oleの 順で あ っ た o
ト2 C Y P IA 2含量 の測定(Rg.4-2および4-3)
Hu m a n#1
pa ntopr a z oleは2､ 5 および 10〃M のいずれの添加濃度に おい て もC Y P IA 2 の誘導を示さな
か っ た o 一 方､ o mepr a z oleは最低濃度 2yM におい て contr ol の608 %を示 し､ 5お よび10pM
におい て もc o ntf Olのそれぞれ , 576および即0 %と有意な上昇を示 した o また , 1ans opraz ole
も2pMか らco ntr ol の372 %を示 し､ po sitiv e c o ntr olで あるM Cの22230刻こ比較 して程度は低
か っ たが ､ o m epr a z oleと同様に1an s opr a z oleもc o nb･o1に対 し て有意な誘導を示 した o したが
つ て ､ Hu m a n∵別 における誘導の強さは酵素活性と同様で あり ､ o m epr a z ole>1a n s opr az ole≫
pantopr az oleの順 で あ っ た o
Hum a n#2
Pa ntopr azoleはHum an 別 の結果と同様に､ 2､ 5および10〃Mの いずれ の濃度にお いて も顕
著なCY P IA 2含量 の 上昇は認められなか っ た ｡ 一 方 ､ o m epr a z oleは2､ 5お よび10yMにお い
てco ntr olのそれぞれ ､ 225､ 362および422 %を示し ､ いずれもco ntr olに対して有意に上昇し
た o L氾 S OPr a Z Oleにおい て も2､ 5および10〃M でcontr olのそ れぞれ ､ 337､ 47 8および 453 %
を示 し､ po sitiv e c o ntr olで ある M Cの123 5 %に比較して程度は低か っ たが ､ いずれ の濃度の
1an s opra z oleにおい て も有意な誘導を示した o すなわち ､ Hu m a n犯 にお ける誘導 の強さは
1ans opraz ole≒ o mepr a z ole≫pantopr a z oleの 脂 で あ っ た .
Hu m a n#3
Pa ntopr azoleはHu man#1およびHu m a n# 2と同様に､ 2､ 5お よび10pMの いずれ の濃度にお
いて もc y p IA 2含量の増加を示さなか っ た ｡ om 甲 ㍊ 01eは2､ 5お よび10〃M でc o n加1 のそれ
ぞれ ､ 13 40, 2053および2637 %を示 し ､ いずれの添加濃度にお いて も有意に増加した ｡
u n s opr a z oleにおい て も2､ 5お よび10■yMの添加洩度でc ontr ol のそれぞれ ､ 2011､ 2178およ
び 2175 % を示 し ､ o m epr a z oleと同様にいずれ の濃度にお い七も有意に増加した o E R O D活
性で認 められ た結果と同様に､ Hum a n#3で はo m epr a zoleお よび1an s opr a z oleの C YPIA2 含量
の 上昇はpo si 加e c o ntr olであるM C の対control比 5819 %に 匹敵するも の で ある こ とが明らか
とな っ た o すなわち､ Hu m a nの にお けるC寸p IA 2含量 の 誘導はpantopra z oleに おい て著 しく
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低く､ そ の 強さはo m epr a z ole>la ns opraz ole≫pantopra z oleの 順で あ っ た ｡
第2節 c y p2 B活性に及ぼす影響
3種のP PIおよびc y p2 B誘導のpositive c o ntr olで あるP Bを暴露 した ヒ ト初代培養肝細胞に
お けるC Y P2 B活性､ すなわ ちtestoster o n e16J3-hydr o xylase活性(以下 T 16H活性) を測定し､
s olve ntc o ntr ol(以下co ntr ol)に対する 比(per centage)を求めた o
【実験結果】
ユー 1 C Y P2 B活性の 測定(Fig. 4-4)
Hu man#l
Co ntr ol における T 16 H活性は 6.71pm o1 16J3-hydro xyte sto ste r o n e/min/mg pr otein であり､
pa ntopraz oleおよび1ans oprazoleのす べ て の濃度にお いて ､ また ､ o m甲raZ Oleの5お よび10〃M､
po sitive c o ntr olで ある1 mM P引こお いてco ntr olと比較して有意な活性の 上昇が認められたが ､
いずれもc o ntr olの活性値の 200% 以下で あり ､ 誘導の程度は低か っ た｡ また ､ これらの
ppI間でC Y P2B活性に顕著な差は認められなか っ た｡
Hu m a n舵
Hu m a n#2 のc o ntrolにお けるT 16 H活性は1 3 6pm ol 16J3-hydroKyteStO Ster O n e/min/mg pfoteinで
あり ､ いずれ のP PIにお い て もc Y P2自活性の有意な活性上昇が認められなか っ た ｡ 1 mM
p Bにおい て のみ対c o ntr ol比283 % の有意な活性上昇が認められた｡
Hu m a n#3
Hu m a n#3のc o ntr olにおけるT16 H活性は0･23pm ol 16B-hydr o xytesto ster o ne/min/mgproteinで
あり ､ いずれ の薬物処理にお いて も有意な活性の 上昇は認められなか っ た ｡
第3 節 c y 円 A活性および含量 に及ぼす影響
3種のP PIおよびc y円 A誘導のpo sitive c o ntr olで あるrifampicin (以下RIF)を暴露した ヒ ト初
代培養肝細胞にお けるC Y 円 A活性, すなわちtesto ster o n e6J3-hydro xylase活性(以下 T 6 H活性)
を､ また ､ c Y P3 A 4含量をweste rn blottingに より測定 し､ s olvent c o ntr ol(以下co ntr ol)に対す
る比(percentage)を求めた o
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E 実験結果】
3-1 C Y 円 A活性の測定(Fig. 4-5)
Hu m a n#1
Co ntr ol にお ける T 6 H活性は 1 27･4 pm o1 6J3-hydr o xyte sto ste ro n e/min/mg pr otein で あり､
pa ntopra z oleお よび1an s opr a z oleのす ベ て の濃度に おいて ､ また ､ o m epr az oleの5および10yM
にお い てc o ntr olと比較して有意な上昇が認められ ､ いずれもco山r ol の約200 %を示 し､･3 つ
のPPI間でC Y F5 A活性に顕著な差は認められなか っ た ｡ po sitiv e c ontrolである50yM RIFは
(
co ntr ol の301 %の活性値を示した o
Hu m a n#2
Hu m an済2 のc o ntr olにお けるT 6 H活性は17･2 pm o1 6B-hydr o xytestoster o n e/min/mg pr oteinで あ
り ､ い ずれ のP PIにお いて も5お よび10pMの添加濃度でC Y 円A活性の有意な活性上昇が認
められた. 10jLM pa ntopra z ole､ o mepra z oleお よび1a ns opr a z oleにおい てcontr ol のそれぞれ ､
275､ 184お よび266 %を示 し､ Hu m a n#2に つ いて も3 つのP PI間でC Y 円A括性に顕著な差は
認められなか っ た o また ､ これ らは50yM RIFの対control比823 剥こ比較して誘導の程度は
低か っ た｡
Hum a n#3
Hu m a n#3のc o ntr olにおけるT 6 H活性は0･22pm o16B-hydr o xyte sto ste ro n e/min/mg pr oteinであ
り､ 10yM o m epr az oleに おい てco ntr olの127 %の有意な上昇を示したが ､ pantopr a z oleおよび
lan s opr a z oleで はい ずれの浪度におい て もcY P3 A4活性の誘導は認められなか っ た ｡ Hu m a n
#3k おいて もHu m a n#1由よび2と同様に､ 3種のPPIでC Y 円A活性に顕著な差は認められな
か っ た o 50pM RIFは対co ntrol比650%の 有意な誘導を示した ｡
3-2 C Y 円 A 4含量 の測定 (Fig. 4-2お よび4- 6)
Hum an#1
Pa ntopr a z oleは10JiM にお い てco ntrol の172 %%示し ､ c Y 円A 4の誘導が認められた c しか
しながら､ この誘導 の程度はo m甲r a Z Oleおよび1an s opr az oleに比較して低か っ た ｡ om甲ra Z Ole
は2 pMか らc o ntr ol の255 %を示 し､ 5および10yMにお いてco ntr olのそれぞれ ､ 230および
229 %と有意な誘導を示 した o b n s opr az oleにおい て も5および10JLMでc o ntr olのそ れぞれ ､
189および24 1 %を示 し､ RIFの対co ntr ol比3 39 %とほぼ同等の有意な誘導を示した ｡
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Hu m an&
pantopr a z oleおよびo m epraz oleはいずれ の濃度 に おい て もc Y P 3 A 4の誘導は認められなか
っ たo b n sopr a z oleにお い て は5お よび10yMに おい てco ntr ol のそ れぞれ ､ 2 69および358 %
に増加 し､ uRIF の対co ntr ol比833 %8こ比較 して程度は低か っ たが ､ 有意な誘導を示した .
Hu m an#3
pantopta z ole､ o m epraz oleお よびkm s opr a z oleいずれ も各濃度にお い てC Y P3A 4の誘導は認め
られなか っ た ｡ RIFは対c o ntr ol比58 1 % の備に上昇し ､ 有意な誘導を示した ｡
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考察
'本研究で は ヒ ト初代培養肝細胞に おける3種のP PI間の薬物代謝酵素誘導能の比披を行っ
た o 検討 したP450分子種は いずれも ラ ッ トのin vivo実験におい て ､ 3種 のP PIに よる酵素誘
導が認められた分子種 で あるが ､ ラ ッ トと同様に ヒ トにお いて もpantopr a z oleはo mepra z ole
お よびkm s opr a z oleに比較して誘導能は著 しく低い ことが明らかとな っ た o 検討 したp 450分
子種､ 特 に, C Y P I A 2につ いて は活性および含量 いずれに対し ても顕著な誘導を示 した
1
o m epra z oleお よび1an s opr a z oleにおい てそ の 程度に個体間の著し い差が認められ ､ これ ら
.
の
p pIの 酵素誘導には個体差が認められ る こ とが 示唆された ｡ また ､ o m甲 r a Z Oleお よ び
1ans opr az oleは臨床濃度 に相当す る暴露量で 00ntr olに比 べ て 顕著な誘導を示 したが ､ 00 ntr ol
の2-3倍程度の誘導が認められる個体や10-20倍の 誘導を受ける個体が存在し､ ヒト加 viv o
に おい て もo m甲r a Z Oleある い はIan s opraヱ01eの投与 による誘導能に かなり大きな個体差があ
る もの と推定される ｡ また ､ こ れ ら2 つのP PIのCYP I Aの 誘導能は著 し い も ので あり ､
Hu m an#3につ いて はo m epr az oleやIa n s opr a z oleでMCの誘導能に匹敵する強さであ っ た . しか
しながら ､ l いずれのdo n orにお いて もpantopr a z oleにはo m epra z oleや1an s opraz oleで認められ る
ような強 い誘導は認め られず､ ラ ッ トと同様に ヒト におい ても ､ pantopr a z oleはomepr az ole
や1a n s opra zoleに比 べ て C Y p l A の誘導能が著しく低い も のと考えられる ｡ このようなP PI間
の著し い酵素誘導の差は､ 1)薬物自身の代謝がp pI間で異なる . すな わち､ pa ntopra z oleの
み脱メ チル化の後 ､ 速やか に硫酸抱合を受ける ため､ 他2剤に比 べ て相互作用を受けにく
い【96】､ 2) 誘導メカ ニズム に関わるre c epto rとの 親和性が異なる ､ な どの理 由が考 えられる
が ､ 今の と ころ明確な要因は明らかで はない ｡
ヒ トにpantopr a z ole(40 mg)､ o m epr a z ole(30mg)および1an s opr a z ole(30mg) を経口投与し
たときの最高血中濃度(cm a x) はそれぞれ ､ 4.8､ 1.6および2.8 JLMと報告されて いる[6,97].
curl-pedr o s a[37]は ヒ ト初代培養肝細胞を用 いた実験で ､ o m epraz oleお よび1ansopr az oleによ
りc Y P I A 2お よびc寸p3 A 4が強く誘導されることを示唆 して い るが､ 彼ら の用いたppIの添
加濃度は50〃M以上 と実際の臨床潰度を反映して いな いため ､ 臨床でめ誘導の予測は不可
能で ある ｡ 今回行 っ た ヒト培養肝細胞 ヘ の暴露量は実際の臨床濃度を反映したもので ある
こ とから ､ o m甲r a Z Oleお よび1a n s opr az oleは臨床血祭中濃度にお いて CY PIA 2 の誘導を起こす
可能性が示唆され ､ -一 方 ､ pa ntopr a z oleで はc y PI A.2の 誘導の 可能性は低い と考 えうれた.
ヒ ト初代培養肝細胞に おい て はo m epr a z oleはlan s opr a芦01eに比 べ て誘導能は強か っ たが､
ラ ッ トにおい て はin vitroおよびin vivoの いずれの試験系にお いて も1ansoprazoleがo m epr az ole
- 61-
に比 べ て 誘導能が強か っ た o また ､ 第1章で述 べ た よう に､ ラ ッ トil ” iv oにおけ るP PI甲酵
素誘導は7日間 の連続投与 に
.
より投与量 50mg/kg/dayある い は3 00mg/kg/dayで認 め られる が､
5 mg/kg/dayでは認 められず､ 動物とヒ トの間に酵素誘導を惹起す る投与量に帝離が認めら
れた. また ､ ラ ッ トで はc Y P IA以外の P 450分子種も誘導され ､ pantopr a z oleはo m epraz oleお
よび1弧S Opr a Z Oleに比 べ て C Y P 2Bを強く誘導 し ､ C Y 円 A 2につ い て は3種 のP PIで 同等の 誘導
能を示 した ｡ 今回行 っ た ヒ ト培養肝細胞実験で はc Y P IAほ どの 顕著な誘導は認められなか
っ たもの の ､ C Y P2 Bの誘導に関して は1例の み､ いずれ のP PIにお いて もc o ntrolに対 して有
意な誘導が認められた ｡ また ､ C Y P3 A 4の誘導に関して は個体差はある もの の om epraz ole溢
よび1an s o占ra z oleでc o ntr olの約之倍の誘導を示した程度で あり ､ 10JEM以下 の暴露量で はいず
れも顕著な誘導は認められなか っ た ｡
薬物投与に起因する薬物代謝酵素誘導は発療の発生頻度を上昇させる可能性がある こと
が示唆されて おり[98】､ 薬物投与による廟素誘導作用は毒性試験の成凍と併せて注意深く
評価する必要がある ｡ ヒ トにおけ る薬物相互作用 の有無を評価するために ､ 特に海外で は
積極的に臨床薬理試験が行われ て い るが【22-25,29,32-36]､ 被験物質が新規な場合は予測が
難 しいため にリス クが高くなる ｡ したが っ て , 直接ヒ トに投与する前に ヒ トにお ける酵素
誘導および阻害作用の情報をin vitr o系により得て おく こ とは重要と思われる o 動物 (ラ ッ
ト) におけるPPIの酵素誘導実験でin vitr oとiT Wivoの結果が良く 一 致したこと , また ､ 本研
究より ヒトと動物の間でin vitr oの実験結果が 一 致 したこ とを考え併せると ､ P PIにおい て
ヒ トのin vitroのデ ー タか らin vivoでq)酵素誘導パ タ ー ン を精度良く予測で きる ことが示唆
された｡ 以上 より ､ ヒトのin vivoにお ける薬物代謝酵素誘導を予測する手段と して ､ 初代
培養肝細胞を用いた評価法は非常に有用 で ある と判断された ｡
伽 1ePraZ?1eにお い て は臨床用量でcaffein eをプロ
- ブと した試験からc y p IA 2が誘導され
て い る こと[32,33]､ また ､ 1an s opr a z oleの連続投与によりtheophyllin eの代謝が誘導されて い
る こ とか ら[34-36]､ o m epr a z oleお よび1an s opr a z oleは臨床の場で酵素誘導が惹起されてVlる
可能性が示唆されて いるが ､ pantoprazoleで 往これらの現象は認められな い と報告されて い
る ｡ 今回得られたヒト培養肝細胞におけるC YPIAに関する結果は これ らの報告を反映する
もの で あり ､ ヒトin vivoにおけるP PIの酵素誘導を評価する際の重要な指標にな る と考 え
られる ｡
以上の 結果
.
i:り ､ ヒ トにおけるP PI の薬物代謝酵素､ 特 にcy p IA2の誘導能はpantoprazole
がo mepr az oleおよび1an s opra z oleと比較 して著しく低 い こ とが初代培養肝細胞を用 い た実験
から明らかとな っ た ｡
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小括
1･ 3種のP PIを2､ 5および10 〟Mの添加濃度で ヒ ト初代培養肝細胞に暴露し､ 培養後の肝
細胞にお ける薬物代謝酵素油性およびp450分子種含量を定量した｡
C Y PIA活性(E R O D活性)は10〃M o mepraz oleによりc o ntml の4- 35倍の誘導が ､ また､ 10
〃M lansopra z ole により co ntr ol の5- 20倍の 誘導が認められた ｡ しか しながら､ pa ntopra z ole
は1例の み活性の有意な上昇が認められたが ､ o m甲ra Z Oleや 血s opr a z oleで認 められる ような
t
強い誘導は認められず､ c y p IAの誘導の強さはo m epr a z ole>1an s opra z ole≫pamtopr a z ole0))l厨
で ある ことが認 められた ｡ また ､ 酵素含量に つ い ても同様の傾向が認 められた ｡
3. CYP2f∋活性(T 16 H活性)は3種のP PIいずれ にお いて も著しい上昇は認められなかっ た｡
4･ CY円 A活性(T 6H活性) は個体差は認められるも のの o m epr a z ole お よび Ian s oprazole で
c o ntr olの約2倍の 誘導を示した程度で あり､ 10〟M以下の暴露量で は3種のP PIいずれにお い
て も著しい酵素誘導は認められなか っ た｡ また ､ 酵素含量につ いて も同様の傾向が認めら
れた｡
以上 の結果より ､ ヒ トin vitr oにおけるP PI のC Y PIAの誘導能はpantopr a z oleがo m epr az oleお
よび 血s opr a z oleと比較して著しく低 い こ とが明らかとな っ た ｡ また ､ ラ ッ トにおけるPPI
の酵素誘導能はin vitT Vとin viv oで 良く 一 致 し､ さらに､ ヒトとラ ッ トの間でiTI Vitr o実験の
結果にお いて誘導傾向が 一 致する ことか ら､ ヒ トin viv oにお いて もpantopr az oleは3種のPPI
の中でC Y P IAの誘導能が最も低し1ことが推測された .
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第5章 ラシ トにおけるpantopr a z oleの体内動態 : e nantiom e r投与時の
stere osele ctiv e chiral in ve rsionに つ い て
Pantopra z ole(Fig･5-1)はそ の構造中に chiralな be n zimida z ole s ulfoxide を含有して いるが､
臨床に お いて は ラセ ミ体とし て投与され て い る o C hiralな化合物の立体選択的体内動態は
薬物代謝および薬理学的に興味深 い[44146]. Pa ntopra z ole[45]､ o m epr az ole[4 6]､ 1an s opra z ole
L47]､ また ､ 別 のP PIで あるE3810【48,99] 等の en antio m erの 体内動態はヒトや実験動物で数
例報告されて い るが ､ 十分な知見は得られて い な い o 本研究におい て(±)-pantoprazoleを光
学分割したen antiom e rを用 い てpa ntopr az oleの chiral in v e rsio nに つも1て検討 した .
第1節 pantopra zole enantiomer静脈内投与時の血清中動態
雄性ラ ッ トに 10mg/kg の (＋)-pa ntopr a z ole または (-)-pantopr az ole を静脈内投与した際の
(＋)-pa ntopraz ole､ (-)-pantopr a z oleお よび4 つ の 代謝物の血清中動態を検討した ｡
【実験結果】
(＋)-pantopr az oleをラ ッ トに静脈内投与した際の血清中サ ンプル のH P L Cク ロ マ トグラム
をFig. 5-2に示 した . また ､ (＋)- pantopr az oleお よび(-)- pantopr a z oleを静脈内投与 した際の
en a ntio m e rの 平均血清中動態および体内動態パ ラメ ー タ ー をそ れぞれ ､ Fig. 5- 3お よ び
Table5-1に示 した ｡ い ずれ のen a ntiom erの血清中濃度も静脈内投与後速やかに減少し､ (＋)-
pantopra z oleお よび(＋pantopr a z oleの生物学的半減期(tl′2) はそれぞれ ､ o･2 58およびo 3 4 5 hr
h
で あ っ たo また ､ 両e n ando mer間で血清中動態に顕著な差は認められず､ (＋)-pantopra z o16お
よび(-)-pa ntopr a z oleのA U C(o-苧hr)は15･2お よび16･5y g
･ hr/mlで あ っ た ｡
(＋)- p antopr a z oleおよび(-)-pa ntopr a z ole静脈内投与時の血清中主要代謝物はpa ntopr a z ole
s ulfo neで あり ､ 47 - 0-de methylatedpa ntopr a z ole s ulfo n eは少量なが ら認 められた o pa ntopr a z ole
sulfideお よび4,- 0-de m ethylatedpa ntopra z ole sd fideの 生成はH P L Cチャ ー ト上 には認 められた
が定量限界未満で あ っ た(Fig･5-4, Table5- 2)o (＋)-P antopr a z ole および(-)-pantopr a z ole 投与後
のpa ntopr a z ole s ulfo ne の A U C(o-8hr) はそれぞれ ､ 13.4 および 20.3 y g･ hr/ml で あり ､ 4'- 0-
dem ethylatedpa ntopr a z ole s ulfo n eのA U C(o-8 hr)はそ れぞれ ､ o.676および1.45･y g･ hr/mlで あっ た.
Pa n topr a z ole s ulfo neの A U Cは未変化体の それと近い値が得られた ｡
また ､ (＋)-pantopraz ole 静脈内投与におい て (-)-pantopr a z ole が生成し(A U C(o-8 hr)8.66y g･
hr/ml)､ chiral in v ersio nが起 こ っ た o 見かけのinv er sio n ratioは3 6.3 %で あ っ たcrable 5-3)｡ -
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Table 5-1
P har m a c okin eticpar a m eters of(＋)- PAN a nd(十
P A Nafterintrave no us adm mistratio n ofe a ch
e n a ntio m erto m ale ra宅s (1 0mg/kg)
ar a m eters ＋
A UCo.8 h, (〃g ･hr/ml) 1 5.2 1 6.5
Tl/2 (hr) 0.258 0.3 4 5
M R T (hr) 0.3 1 0 0.4 8 2
CII｡I ･(m[/min/kg) 1 1.2 1 0.3
A U C._8h,, areaunderthe curv e ofs eru mc on centratio nfro m
0-8hr afterdo s]ng;Tl′2, S eru me=min ationhalf
-Life;M R T,
m e an r e side n cetim e;CIIo1, S eru mtotalcle ara n c e.
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Table 5-2
AU C..8h, Ofpantopra z o[e s uけo n e, pa ntopr a z ole s u[fide, 4
T
- 0 -
de m ethylatedpa ntopra
'
z ole s ulfon e after o ral nd
intra v e n o u s administratio n ofe a ch e n a ntio m erto m ale r ats
(1 0mgA(g)
A U C._8h,(〃g 申 hr/mI)
Do s e P AN-S O2 PA N-S D M PA N-S O2
( 叶P A N(po) 1 5.6 N D l･2 0
(十PA N(po) 1 7.6 0･0 9 1･0 2
N D 0.6 7 6
N D 1.45
(＋)-P AN(iv) 1 3･4
(十P AN(iv) 20.3
N D
,
n otdetected.
P A N-S O2, PantOPra Z Ole s uJfo n e;PA N
-S, pantopraz o]e s u[fide;D M PA N
-
S O2, 4
T
- 0 -de m ethyJatedpantopra z oLe s ulfone･
4
'
- 0 -de m ethyLatedpantopra皇ole s ulfide, N D･
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方､ (-)-pantopr a z ole投与時 に(＋)-pa ntopr a z oleの 生成は認め られ なか っ た . した が っ て ､ ラ ッ
トにお いてpa ntoprazole e?antio m er静脈内投与時に(＋)-pa ntopr a z oleか ら(十pantoprazole へ の 立
体選択的なc血ir alinv ersio nが認め られ た ｡
第2節 pantopr a z ole en antio mer経 口投与時の血清中動態
雄性ラ ッ トに 10mg/kg の (＋)-pantopraz ole または(-)-pantopr a z ole を経口投与した際の(＋)-
pa ntopra z占1e､ (-)-pa ntoprazoleおよび4 つ の代謝物の 血清中動態を検討した .
【実験結果】
(＋)- pa ntopr a z oleおよび(＋pantopr a z oleをラ ッ ト に経口投与した際のen ando m erの 平均血 清
中動態および体内動態/1
o
ラメ 一 夕 - をそれぞれ ､ Fig. 5-5お よびTable5-4に示 し た . いずれ
のen a ndo m erも速やゃに吸収され ､ (＋),- pantopr a z oleお よび(-)-p antopraz oleの最高血清中濃度
到達時間(tm a x)はそれぞれ0.5 brおよび5 minで あり ､ 最高血清中濃度(cm ax)到達後速やかに
減少した. また ､ 両e n a ndo m er間で血清中動態に顕著な差は認められず､ (＋)-pantopr a z oleお
よび(十pantopr az oleのA U C(o-8 hr)は9.3 8および9.87y g･ hr/mlであ っ た ｡
(＋)-p antopraz oleお よび(＋pantopr a z ole経 口投与時の血清中主要代謝物は静脈内投与時と同
様にpantopr a z ole s ulfo n eで あり ､ 4
'
- 0 -de m ethylated paJltOPr a Z Ole s ulfo n eお よびpantopra z ole
s ulfideは少量な がら認められた ｡ 4- - 0 -de m ethylatedpantopr a ヱ01e s ulfideの 生成はH P L Cチャ ー
ト上に は認 め られたが定量限界未満で あ っ た (Fig.5-6, Table 5-2)o (＋)-P antopraz oleおよび
(-)-pantopr a z ole投与後のpantopr a z ole s ulfo n eのA U C(o-8 hr)はそれぞれ 15.6および17.6 p g･ hr/ml
で あり ､ 4- - 0 -de m e也ylatedpa ntopra z ole s ulro n eの A U C(o-8叫 はそれぞれ 1.2 0および 1.02〃g･
hr/mlで あ っ た. pa ntopr az ole s ulfo n eのA U C(o-8 hr)は未変化体の それ よりも高値が得られた o
(＋)-p antopr a z ole経 口投与時におい て も静脈内投与時と同様にchiral inv er sionが起 こり , (-)-
pa ntopr a z oleが生成した ｡ 生成した(-)-pa ntopra z oleのA U C(o-8hr)は 3.66y g. hr/mlで あり､ 見か
けのi平VerSion r atio は 28･1% で あ っ たCrable5-3)o
一 方 ､ (＋paJltOPr a Z Ole投与後に(＋)-panto-
pr a z ole の 生成 は認め られなか っ た . した が っ て ､ pantopr a z ole e n ando m er経口投与時にお い
て も ､ 静脈内投与時と同様に(＋)- pantopr a z oleか ら(-)- pantopr a z oleへ の 立体選択的なchiral
inv ersio nのみが認 められ た ｡
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Table 5-3
A UC
.
.-8h Of(＋)-PA Na nd(十P AN afte r or al ndintr a v e n o u s
adm inistratio n oずe a ch e nanモio m e rto m ale rats(10mg/kg)
A UC._8h(Pgセ hr/ml)
Do s e (＋)-P AN (-)-P A N
Appare nt
事n V e r S]O n
ratio(%)
(＋)-P A N(po) 9･3 8
(十P AN(po) N D
(＋トP A N(iv) 1 5.2
(十P A N(iv) ND
3.66 2 8.1
9.8ナ ND
8.66 36.3
16.5 ND
Appar e ntinversio nratio(%)
=A U Cひ8h Of(-)- o r(＋)-P A N/(A U Cか8h Of(十PA N＋ A U Cひ8h Of(＋)-P A N)×
1 00
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Tab一e5-4
P har m a c okin eticp早ra m et rs Of(＋)
-P A Na nd(-)-
P A Nafte r o ra一 dm mistratio n ofe a ch e n a ntio m e rto
m alerats(1 0mg/kg)
a｢a m eters ＋
Tm a x (hr)
Cm a x (pg/m])
A UC..8hr (Pg･hr/ml)
M R T (hr)
CIl.I/F (mI/min/kg)
0.5 0 0.0 8
9.5 6 9.5 0
9.3 8 9.8 7
0.7 4 8 0.9 3 5
18.4 1 6.1
Tmax,tim eofpeaks eru m c o n c e ntr atio n;Cm a x,peakserum
con c e ntration;A U C..8h,, are aunde rthe c urv e ofseru m
c onc entrationfro m0-8hrafterdo sL ng;M R T, m e a n residenc e
tim e;C[I.I/F, s e r u mtotalcle a r a n ce.
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考察
pantopraz ole､ o mepra z ole､ 1a n s opr a z oleおよびE3810等のP PIはそれ らの 構造中に chiral な
be nzi mi da z ole s ulfo xide を含有して い るが､ いずれ の化合物にお いて もそ のen antio m er間で薬
理活性の差は認められない【12,47,100,101]o E 3810はピ ー グル犬を用い たin vivo 実験にお
い て chiral in v e rsi｡ n が認め られな い ことが報告されて い るが[102L P PIの立体選択的体内
動態およびchir alin v e rsio nにつ いて の 十分な知見は今まで に得られて い ない ｡ したが っ て ､
本研究にお い て(±)-pantopr a z oleを光学分割 したen a ndo m erを用 い てpa ntopr a z oleの
'
chiral
in ver sio nに つ いて 検討 した ｡
pa ntoprazoleの ヒトにお け る主要代謝はc Y P2 C1 9(S- m ephe nytoin 4㌧hydr o xylase)が司る こ
とが報告されて い る[103]o 一 方､ 薬理遺伝学的にC Y P2 C 19が欠損したpoo r m etaboliz e r(P M)
の頻度が約3-6 % の白人(ca u c asia n s)お よび13-23% の日本人を含む束洋人 で存在する ことが
報告されて おり ､ C Y P2 C 19の欠損には人種差(ethnic difference)が認 め られて いる[10 4].
c y p2 C 19のP Mにおけるpantopr a z oleのcle ara n c eは xte n siv e m etabolizer(EM)と比較して顕著に
低い ことが報告されて いる【1031｡ P Mにおけるpantopra ヱ01eのtl/2はEMにお けるそれの約5倍
長か っ た(6.86 br/1.40br)[103】｡ (±)-P皿tOpra Z Oleの 単回投与後 のE Mおよびp Mにおける立体
選択的体内動態を調 べ たと ころ ､ E Mで は(-)- pantoprazoleの血清中濃度は(＋)- pantopr a z oleに
比較して わずかに高か っ た . 一 九 P Mにお いて はいずれ のen a ntio m erの血 清中濃度もE M
におけるそれより高く ､ (＋)-pantopr a z oleのA U Cは(-)-pantoprazoleよりも大きか っ た[10 5]｡
したが っ て ､ PM にお い て(＋)- pa ntopr a z oleの 代謝は(-)-pantopr a z oleのそれ に比べ て かな り遅
延し ､ 結果としてP Mにお いてpa ntopr a z ole e n antio m erの立体選択的な体内動態の差が認めら
れ る こ とが示唆された o 以 上の背景から､ ヒ トにおいてpa ntopra z ole en antio m erを投与して ､
その 立体選択的な体内動態を明らか にする こ と ､ ならびにen a ntio m e r間で 血iral in v e rsio nが
起こ るか否 かを精査する こ とは重要な こ とで あるが ､ ヒトにおい て こ の ような治験を展開
する ことは実際的で はな い と考えられる ので ､ 本研究にお いて は実験動物､ すなわちラッ
トを用 いて検討した ｡
本研究におい て ､ ラ ッ トにpantopr a z ole e n antio m er静脈内投与および経口投与したとき ､
いずれも(＋)-pantopr a zoleか ら(-)-pantopr a z ole へ のchiral in v er sio nのみ認め られたcrable 5
-3)o
(-)-pa ntopr a z oleの 投与にお いて 両投与経路ともchiral inv ersio nが観察されなか っ た理由につ
い て は今の と ころ不明で あるが ､ pantopra z ole enantibm erとその 代謝物､ すなわち､ sul fide
およびsulr｡ n eとの間 の 生体内変換におけ るredo x cydeの過程で(＋p皿tOPr a Z Oleの 生成が立体
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選択的に優位に起 こ るためと推測され る . C hir al s ulfo xideをも つflo s equin a nは ラ ッ トにおい
て代謝され ､ sulfoxideからsulfideが生成 し ､ こ れが再びo xidatio nを受ける際にchiral in v ersio n
が起 こ る こ とが報告され て い る[106,1 07]｡
一 般的にsulfo xideほp45 0【108,10 9]やnavin c o ntaining m o n o o xy ge n as e(f M O) 【108,10 9]に よ
り酸化を受けてsulfo n eが生成 し､ al dehyde o xidas e[110】やth io redoxin -linked e n zym e s[110]に
より還元を受けてs ulfideが生成する こ とが報告されて い る o また ､ s ulfideは肝臓および腸
内細菌で生成する ことも報告されて い る【107-110]o P antopr a z oleに つ いて は腸内細菌におけ
る代謝は報告され て いな いが ､ o m epr a z ole[111]や1an s opr a z ole[1121は ラッ トにお い て肝臓や
腸内細菌で代謝される ことが示唆されて いる ｡ しか しなが ら､ 本研究における結果､ すな
わち､ 静脈内投与および経口投与時いずれ にお い て も 血ralin v ersio nが起 こる こ と､ な らび
に静脈内投与時における(＋)-pantopraz oleか ら(-)-pa ntopr a z ole へ のin v e rsio n ratioが経 口投与時
よりわずかながら高い ことを考 え併せ る と､ こ の chiral inversio nはsyste micな反応で あ る こ
とが示唆され る . 本研究で使用したH P L C条件 にお いて は(-)-pantopr a z oleの 経口投与時を除
い て sulfideの 血 清中濃度は 定量限界未 満で あ っ た こ と を考慮する と ､ s ulrideか ら
pantopr a z oleに酸化される反応がpa ntopr a z oleか らsulfideに還元される反応に比べ て極めて速
い こ とも推察で きる . 一 方 ､ pa ntopra z ole e nantiom erのいずれ の投与におい て もsulfo n eが血
清中主要代謝物で ある こ とを考慮すると､ pantopr a z oleのchiral in v ersio nの メカ ニズムとして
以下 の 3 つ が考えられる(Fig.5- 7)｡
i ･.Pantopr a z oleがs ulfideに還元さ和､ さ らに酸化される際に立体選択的に(-)-pa ntopr a z oleが
生成される ｡
2 ･ Pa ntopr a z oleがs ulfo n eに酸化され ､ さ らに還元され る際に立体選択的に(-)-p antopr a z ole
が生成される ｡
3 I Pantoprazoleか ら未知代謝物が生成し ､ さらに酸化ある いは還元され て立体選択的に(-)-
pantopr az oleが生成される .
以上の いずれか のメカ ニ ズム に従 っ て ､ ラ ッ トにおい てpantoprazole e n antio m erはe n antio-
sde ctiv eな酸化/還元を受け る もの と推察され る ｡
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小括
1. SD系敵性ラ ッ トに10mg/kgの(＋)-p antopraz oleお よび(-)-pantopr az oleを静脈内投与および経
口投与し､ (＋)-pantopr a z ole､ (-)-pa ntopr a z oleお よび 4 つ の 代謝物の 血清中濃度を測定する こ
とに より ､ 立体選択的体内動態を評価し､ cbiralin versio nに つ い て検討した ｡ いずれ の 投与
経路 におい て も , (＋)-pantopr a z oleと(-)-pantopr az oleの 血清中動態に顕著な差は認められなか
つ た . また ､ 主要代謝物で あるpantopr a z ole s ulfo n eの 生成量は(＋)-pa ntopraz ole投与時に比 べ
て ､ (-)-pa ntopr a z ole投与時 におい て多 い傾向にあり ､ そ の生成に は弱い なが ら､ 立体選択
性が認められた ｡
2. (＋)-Pa ntopr a z oleを投与した ラ ッ トにお いて (-)-p弧tOpr a Z Oleの 生成が認め られ ､ inv ersion
ratioは静脈内投与で36･3% ､ 経口投与で28. 1% であ っ た . しか しながら ､ (-)-pantopr a z oleか
ら(＋)-pa ntopr a z ole へ のin v er sio nは認 め られなか っ た ｡ したが っ て ､ ラ ッ トの生体内におい
て(＋)-pa ntopr a z oleから(-)-pantopr a z ole へ のin ver sio nのみが起 こ り､ chiral in versio nの立体選択
性が示唆された ｡
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総括
1, ラ ッ トにお けるpr oto npu mpinhibito r連続投与時のcyto chr o meP450に及ぼす影響
(第 1章)
1)S D系雌性ラ ッ トに pantoprazole､ o mepra z oleお よび1an s opr a z ole を5､ 50および
h
300mg/kg/
dayの 投与量で7日間連続投与して得られた肝ミク ロ ゾ
ー ム におい て ､ 高投与量(300
'
mg/kg/
day)で はいずれのP PIの投与にお いて もtotal P 450含量が程度は少ないが有意に上昇し､ そ
の 順序はlan s opr a z ole>o mepra z ole≧pa ntopr a z oleで あ っ た o また連続投与により種々 の 薬物
代謝酵素活性およびp4 5 0分子種含量が上昇し ､ 誘導p45 0分子種の/1
o
夕 - ンは3種のP PI間
で量的の みな らず質的に異なる こ とが示唆さ れた ｡
2) 3種のP PIはいずれもC Y PIA､ C Y P2 Bお よびc y円Aを誘導し､ c Y PIAの誘導につ いて は
Ia ns opr a z ole>o m eprazole>pa ntopr a z ole､ また ､ c Y P 2Bにつ い て はpan叫r a z ole>o m epr a z ole>
1a n s opr a z oleの 順で あり ､ C Y 円Aにつ い て は3薬剤とも同程度の誘導を示した o
2. ラ ツ lトにおけるproton pu mわinhibitor連続投与時の U D P-glu c u r o nyltr an sfer as eに及ぼす影響
(第 2章)
1)S D系雌性ラ ッ トにpantopr a z ole､ o mepra z ole および1an s opr a z ole を 5､ 50お よび300mg/kg/
day の 投与量で 7 日間連続投与して得られた肝ミク ロ ゾ
- ム におい て ､ o- aminophe n oI U G T
活性は いずれのP PIも高投 与量群で無処理群に比 べ て有意に上 昇し ､ そ の 誘導能は
o m epraz ole>1a n s opr a z ole>pantopr a z oleの順であ っ たo この酵素は甲状腺ホル モ ンT4の グル
ク ロ ン酸抱合を司 る主要な酵素で あり ､ paJltOPr a Z Oleの 甲状腺ホルモ ン の代謝に及ぼす影響
は3薬剤の中で最も小さ い ことが示唆された o
一 方､ T3 の代謝に関与する andr o ster o n eUG T
に対 して はい ずれ のP PIも顕著な誘導を示さなか っ た ｡
2)PPIを300mg/kg/dayで7日間連続投
▲
与した雌性ラ ッ トにお ける甲状腺ホル モ ン の血衆中濃
度は 血s opr a z ole投与群で顕著な減少を示し､ pa ntopr a z oleおよびo m epra z ole投与に比 べ て有
意な変動が認められた ｡
3)[125I]Thyr o xin e前処置ラ ッ トにおけるP PI連続投与の甲状腺ホルモ ン胆汁排漸こ及ぼす影
響を調 べ た ところ ､ いずれ のPPIにおい て も肝臓のT4U G Tが誘導され ､- 甲状腺ホルモ ンの
胆汁排雅量が増加 したが ､ pa ntopr a z ole 投与に よる T4 グルク ロ ン酸抱合の促進の程度は他
のPPIと比較 して 小さく ､ 甲状腺ホル モ ン レベル に 及ぼす影響はこれ らの 薬剤間で は最も
低い こ とが示唆された ｡
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3. ラ ッ ト初代培養肝細胞にお けるproto npu mpinbibito r添加時 の薬物代謝酵素系に及ぼす影
響 (第3章)
p pIの ラ ッ ト由 vitroにお ける酵素誘導の評価系を確立し､ in vivoに おけ る結果との 比較を
試みた . s D系雌性ラ ッ トより調製 した初代培養肝細胞に2､ 5および10yM のpantopr a z ole､
o mepra z oleおよび1an s opraz oleを48時間暴露 した後の C Y P I A活性(E R O D活性)､ c y pI A lおよ
びc y p I A 2含 量 はom epr a z oleお よび1an s opr a z oleの 添 加濃度 の 上昇に伴 い増加 したが ､
pa ntoprazoleでは いずれ の添加濃度 におい て もそれ らの 上昇は認められなか っ た ｡ すなわち ,
ラッ ト初代培養肝細胞における3種のP PIのC Y PI A酵素活性および酵素含量に及ぼす影響は
1an s opra z ole>o mepr a z ole>pantopr a z oleの 順に強い ことが 認 められ ､ こ の 結果は ラッ トのin
vivoにおける結果とよく相関し､ P PI のP450の誘導に関して ､ in vitr oか らin viv oの結果が予
測可能で あ る こ とが 明らか とな っ た ｡
4. ヒト初代培養肝細胞におけるproto npumpinhibito r添加時の薬物代謝酵素系に及ぼす影響
(第4章)
1) 3種のPPIを2､ 5お よび10yMの 濃度でヒト初代培養肝細胞に暴露し､ 培養後の肝細胞に
おける薬物代謝酵素活性およびp450分子種含量を定量 した ｡
c y pIA活性 (E R O D活性)ばlopM o m epr a z ole により co ntr ol の 4 - 35倍の ､ また ､ 10yM
la n s opr a z oleによりc o nb
･
ol の5- 20倍の誘導が認 められた . しか しなが ら､ pantopr a z oleは1例
の み活性の有意な上昇が認められたが ､ o m epr a z ol占や1an s opr a z oleで認 め られる ような強い
誘導は認 められ なか っ た ｡ c y P I A 2含量 つ い て も同様の 結果が得られ た ｡ すなわ ち ､
c y p IA 2誘導の強さはom epra z ole>1ans opr a z ole≫pa ntopra ヱ01eの順 で ある ことが認められた ｡
2) C Y P 2B活性 (T 16 H活性) およびc y 円 A活性 (T 6 H活性) は個体差は認められるもの の10
〃M以下 の暴露量で は3種のP PIいずれも著しい酵素誘導は認められなか っ た ｡
以上の結果より ､ ヒト加 vitr oにお ける P PIの 薬物代謝酵素誘導能､ 特にc y pI Aの誘導能
はpantopra z oleがo mepr a z oleお よびkm s opra z oleと比較して著しく低い こ とが明らか とな っ た .
また ､ ラ ッ トにおけるP PIの酵素誘導能はiTWitroとin vivoで 良く 一 致し､ さらに､ ヒトとラ
ッ トの間でz
-
T ” iiroの 実験結果が揺ぼ 一 致する こ とか ら､ ヒ ト加 vivoにお い て もpantopr a z ole
のC Y PI A誘導能は3種のP PIの中で最も低い こ とが推測された｡
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5. ラ ッ トにお けるpantopr az oleの体内動態
･
: enantiom er投与時のstereoselectiv e chir al in versio n
に つ いて (第 5章)
1)S D系雄性 ラ ッ トに10mg/kgの(＋)ザ antOPr a Z Oleお よび(-)-pantopr a z oleを静脈内投与および経
口投与したと ころ､ いずれ の 投与経路にお い て も(＋)-pantopr a z oleと(-)-pa ntopra z oleの血清中
動態に顕著な差は認められなか っ た ｡ 主要代謝物で あるpantopr a z ole sulfbneの生成量は(＋)-
pantopr a z ole投与時に 比 べ て ､ (-)- pantopr az ole投与時にお いて多い傾向にあり ､ その 生成に
は弱 いながら立体選択性が認められたo .
2) (＋)-Pa ntopr a z ole を投与 したラ ッ トにお いて (-)-pantopr a z ole の生成が認め られ , int,ersio n
r atioは静脈内投与で3 6･3% ､ 経 口投与で28･ 1% で あ っ た . し かしなが ら､ (-)-pa ntopr a z oleか
ら(＋)-pantopra z oleへ のin v ersio nは認 め られなか っ た . すなわち ､ ラ ッ トの 生体内において
(＋)-pa ntopra z oleから(-)-pantopra z ole へ の
- 一 方向のみ のin v er sio nのみが起こり ､ chiralinv ersio n
の 立体選択性が示唆された ｡
薬物投与に起因する薬物代謝酵素誘導は併用他剤の動態に影響を及ぼし､ またp450ある
いはu o Tの誘導は発癌との関連性が示唆されて い る こ とから､ 毒性試験の成席と併せ て注
意深く評価する必要がある o 本研究にお いて はpantopr a z oleの薬物相互作用､ 特に薬物代謝
酵素誘導を評価するため､ 他剤p pIとの比較を行 いPPI間の薬物代謝酵素誘導の差異を明ら
かにする ことを目的とした ｡ まず､. ラッ トに連続投与したin viv o系と初代培養肝細胞によ
る i乃 Vitro系で得られ たP PIのC Y PIAに及ぼす結果が 一 致する ことが確認された ｡ また､ こ
れ ら両系 で得られた結果から ､ 3種の P PI､ pantopra z ole､ o mepr a z oleおよびlan s opr a z oleの連
続投与 によるP45 0分子種の誘導が質的および量的に異なる こ とを明らかに した ｡ さらに､
ヒ トにおけるP PI の酵素誘導を初代培養肝細胞により検討し､ o m epraz oleおよび1an s opra z ole
でC Y PIA の顕著な誘導が認められ ､ pantopr a z oleで は用い た濃度範囲におい て誘導は認めら
れなか っ たo 以 上をまとめると､ Table Iに示すようにラ ッ トのin viv o系および加 viiT10系､
な らびに ヒトのin vitr o系にお い てpa ntopr a z oleは3種のP PIの中で最も酵素誘導能が低い こと
が明らかとなり､ これ らの結果から､ ヒトin viv oにおい て もpantopr a z oleは3種のP PIの中で
最もc Y P IAの誘導能が低い ことが推測された ｡ すなわち ､ 正常ヒ ト培養肝細胞を用いた試
験系は薬物代謝相互作用の少ない構造をも つ化合物を探索して いく際の貴重な手段となり
うる こ とを示 して い る ｡ さらに､ 本研究にお いて用い た3種のPPIはい ずれ も類似の化学構
造を有して い るが ､ 一 部の 置換基の変換により薬理活性に は顕著な差が認められな い にも
かかわらず､ p450 の誘導能に対 して は著しい影響を与える こ とを示 して おり､ 新薬の 探索
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研究を行う上 で重要 な指標を与えたもの と言 え る ｡
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TableI Compa ris on of P4 50and U G T indu ctionin rats a nd hu m ans
by proto npu mpinhibitor s
Rat Huma n
hepato cytes Ln VI VO hepatocyte s
Total P450
C Y PI A
C Y P2B
C YP3 A
N D
LAN>O M>P A N
N D
N D
LA N > O M≧PA N
LA N > O M > P A N
P AN >O M>LAN
LAN≒O M≒P AN
N D
o M > LA N≫P AN
O M≒LA N≒PAN
O M≒LA N≒P AN
T4U GT
T3 U G T
N D
N D
O M > LA N > P A N
OM≒P A N≒LA N
N D
ND
N D
,
Notdete r min ed.
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実験の部
第1草 葉験の部
(1)使用薬物
pantopra z ole は Byk Gulde n社(Kon sta n z, Ger m a ny)よ.り供与されたも の (LotNo. 500205)
を用 い た ｡ o m epr a z oleお よ び1a n s opr a z oleは第 一 製薬(樵)にお い て合成された . 3 -
Methylchola nthr e n e(以下 M C)､ amin op yrine､ 7-etho xyc o u m arin､ fo r mal dehyde､ uqbellifer o ne､
phe nac etin､ 4- a c eta midophen ol､ 7- ethoxyresorufin､ 7-penlD XyreS Orufin､ res o rufinおよびbo vine
se ru m al bumin Fr actio nV (B S A) はsigm aC he mical Co. (St. Lo uis, M O)より､ N -bun,royl-p-
amin ophen olはI C N Bio chemicalsln c. (Lisle,IL) より､ またphe n obarbitals odiⅦ m(以下 P B)8ポロ
光純薬 工業(樵)より購入 した ｡ また ､ [1 4c]testo ster o neお よびtesbste r o n eはそれぞれ､
Dupo nt- N E N Inc. (Bo sto n, M A) および東京化成(樵)より購入 したo NAD P H､ G-6-Pおよび
G -6-P D Hはオリ エ ンタル酵母より､ また ､ MgC12 は和光純薬工業(樵)より購入 した｡ その
他の試薬は市販 の特級品を使用 した ｡
(2)実験動物および投与方法
6週令のSprague- Da wley(SD)系雌性ラッ ト(日本s L C(秩))を使用 した ｡ 動物は実験期間を
通 して 一 定環境下 で飼育し､ また ､ 水および飯料を自由に摂取させ ､ 1週間の 予備飼育を
行 っ た後に実験に供した ｡ 動物は各群3匹 とし て ､ 無処理群､ MC投与群､ pI〕投与群､
pantopr a z ole投与群､ o mepr a z ole投 与群 お よび1an sopr a z ole投与群を設け実験に供した ｡
pa ntopra z ole､ o m epr a z oleお よび1a n sopra z ole投与群は5､ 50および300mg/kg/dayの 投与量にて
7日間投与した ｡ M C投与琴はコ ー ン油に懸濁 したM C 30mg/kg/dayを3日間腹腔内投与し､
p B投与群は生理食塩水 に溶解 したp B 80mg/kg/dayを7日間腹腔内投与した ｡ また ､ これら
の 薬物を連続投与後7日間休薬 し､ 伽薬後に影響が残 っ て い るか否かも検討 した ｡ 各薬物
投与期間および屠殺直前 の体重を記録した｡
連続投与群は最終投与から24時間後 に ､ また回復群は最終投与から7日後に ラッ トの 頚
動脈切断により放血致死させ ､ 肝臓を摘出し常法に従 っ て肝ミク ロ ゾ ー ム を調製した【113]｡
(3)蛋白定量 ､ p 450含量 ､ b5含量および N A I?P Hcyto chro me credu cta se 活性測定接
肝ミク ロ ゾ - ム蛋 白濃度はLo w ryらの方法[114]により定量し､ 標準蛋白と して B S Aを用
い た ｡ p-450含量およびb5 含量はOm u r a& Satoの 方法[113, 115]に より定量 した o N A D P H
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cyto chr o me c reductase 活性はPhi11ips& Langdo nの方法[116]により測定し､ 25
o
Cにおけ る活性
を評価 し､ cyto chr o m e cを1分間 に1JLm Ol還元す る活性を 1unit とした o
(4)薬物代謝酵素活性測定法
pantoprazole､ o m epraz oleお よび1an s opr a z oleを最終投与から24時間後 に摘出した ラ ッ ト肝
臓 の ミク ロ ゾ ー ム にお け るamin opyrine ､ 7- etho xyc ou m arin､ phen a c e血 ､ 7-etho xyr es o r ufin､
7-pento xyres o rufinお よびtestoster oneの代謝活性を測定 した｡ また ､ これ らの 薬物の代謝悟
性は最終投与から7日間 の 休薬後 にお いて も測定 した ｡
① AminopyrineN -de m ethylas e活性測定法
本酵素活性測定はMaz el の方法【117]を改良して行い ､ 基質(amin opyrine)が脱メチル化され
るときに生硬するfor m aldehydeの 増加 を測定 した o
2 units G-6-P D =､ 10mM G-6- P､ 2 mM MgC12､ 7･5 m M Se mic arba zide
･ H Cl(pH 7･4)､ 100
皿 M pbo spbate buffer(pH 7.4)､ 5 m M amin opydneおよび1 mgミ ク ロ ゾ - ム 蛋 白を含むo.98ml
のreactio n mixtureを37℃ で5 分間プレイ ン キ ュ ベ - シ ョ ン し ､ 50m M NA D P H 20ylにより反
応を開始 した ｡ 10分間の イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た後に ､ 10 %trichlo ro a c etic a cid(以下
T C A)0.4 mlに て反応を停止 し､ 4℃ にて30分間放置した ｡ M ixing 後 ､ 1500Ⅹ gにて10分間
の遠心分離を行い ､ こ の 上清1 mlにNash試薬 (30g a m m o niu m a c etateお よびo.4 ml a c etyト
a ceto neをH20に て1 00mlにメ ス アッ プした)o.5 mlを添加し ､ 60℃ にて 3 0分間 イ ンキ ュ ベ
ー シ ョ ン を行 っ た o Fo r mal dehydeゐ生成を吸光度計 (557型 ､ 日立) を用 い ､ 測定波長入
=415 n mにて 測定した . Fo rm al dehydeの検量線は以下の よう にして作成した｡ すなわち ､
40 % Fo m aldehyde原液o.7 5 mlをH20に て希釈 して100mlにメ ス ア ッ プし ､ そ の0.05 mlを
H20にで希釈 して50mlにメス ア ッ プした . 75m M semic arba zide･ H Cl(pH 7.4)0.1 ml､ 100
m M phosphatebuffer(pH 7.4)0.7 ml､ 1 mg ミ ク ロ ゾ ー ム蛋 白お よびね m lal dehyde希釈液(o､
･o.3 125､ 0.6 25､ 1.2 5､ 2.5 お よび 5 mM)0.1 mlを含む1 mlの 組成液に対 して ､10 % T C A
o.4 mlを添加 し､ 以下上記と同様の操作方法 に準じて測定した ｡
②7- Etho xyc o u m arin 0-de ethylase 活性測定法
本酵素活性測定ほGreenlee&Polandの方法【118]を改良 して行い ､ 基質(7- etho xycoum arin)が
ヽ
脱エ チル化されたu mbe11ifer o neの増加 を蛍光法 により測定 した o
1 units G -6-P D H､ 10ふM G-6-P､ 10mM 叫gCl2､ 100mM pho sphate buffe r(pH 7･4)､ 0.2 m M
7- etho xyc oum arinおよび1 mg ミク ロ ゾ - ム蛋 白を含むo.9B ml のrea ctio n mi7itu reを3 7
o
Cで5分
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間プレイ ンキ ュ ベ - シ ョ ン し ､ 50 m M N A D P H 20ylにて反応を開始した ｡ 20分間 イ ンキ
ュ ベ - シ ョ ン を行 っ た後に , 4 %perchloric a cid(以下P C A)0 3ml､ 8.5 % K2C O3.0.15ml に
て 反応を停止し ‥ 1500x gで10 分間遠心分離を行 っ た . 上滑 o.4 mlを分取 し, o.1 M
ca rbo natebuffer(pH IO･0)1･8 mlを添加し ､ umbe11ifer o n eの 生成を蛍光光度計(650-60型 ､ 日
立)に より ､ 測定波長 Ex 入 =37 0n m､ Em 入 =4 55n mにて 測定した ｡
Umbellifer o neの 検量線は以下 の 方法にて作成 したo すなわち , 100mM phosphate
▲
buffe r
(pH 7･4)､ 1 mgミク ロ ゾ ー ム蛋白およびu mbellifer o ne希釈液(o､ o･o125, 0.02亨および o.o5
mM)を含む1 ml の組成液 に4 % P C A 0.3 mlを添加 し､ 以下上記と同様 の操作方法に準じて
測定 した ｡
③phen a c etin 0-de ethylase 活性測定法
本酵素活性測定はKokw ardらの 方法[119】を改良 して行い ､ 基質(pben a c e血)が脱エ チル化
され るときに生成する4- ac et amidophe n ol の増加 を測定した.
1 units G-6-P D H､ 10 m M G- 6-P､ 3 mM MgC12､ 1 mM E D T A
･ Na､ 10 mM phosphate
buffe r(pH 7.4), 0.5 mM phen a cetinおよび1 mg ミ ク ロ ゾ ー ム蛋白 を含む1.49 mlのre acdo n
mixtureを37℃で5 分間プレイ ンキ ュ ベ - シ ョ ン し､ 50mM N A D P H IOylkて反応を開始 し
た｡ 10分間 イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ンを行 っ た後 ､ 10 % T C A O.5 miにて 反応を停止した . 内部
標準物質と して1JLg N -butyr oyl-p- .a min ophen olを添加 し ､ 1500Ⅹ gに て10 分間遠心分離を行
つ た ｡ 上清1.9 mlを分取し､ 20m M NaO H含有酢酸エ チル 10mlを添加し ､ 再び1500Ⅹgに
て10 分間遠心分離を行 っ た｡ 上清8 mlを蒸発乾固した後､ 2 00〃l の H P L C移動相に溶解し ､
H P L C injectio n s ampleと した o 本実験に使用したH P L Csyste mはいずれ も島津製作所製であ
り ､ syste m c o ntr olerはS C し10 A､ U V検知器はS P D-10A､ ポンプはL C-10A D､ degasserは
D G O-4 Aを用い た｡ 測定波長 人 =243 n m､ 流速 1.0 ml/ 血nとし , カラム はT S Kgel O D S 80
T M(150冗 4.6 m mi. D. ､ 5Jim Particle siz e) (T O S O H) を用 いた ｡ 移動相はMeO H/H20(v/v)杏
gradie ntpr ogr am,
'
すなわ ち ､ o-8 min, 30/7
.
0･
,
8-13min
,
55/45;13-18min,30/70で制御した ｡
phe n a c e血 が脱エ チル化して生成する4- a ceta midophen olの検量線は以下 の方法にて作成し
た o すなわち､ 10 m M pho sphate buffe r(pH 7.4)､ 1 mg ミク ロ ゾ ー ム蛋 白､ 4- ac etami do-
phen ol 水溶液 (o､ 3.12 5､ 6.25､ 1 2.5､ 25､ 50お よび100yM)を含む1.5 mlの組成液に , 10
% T C A O.5 mlを添加 し､ 以下 上記と同様 の操作方法に準じて測定した ｡
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④71Etho xyres o r ufin 0-de ethylase お よび 7- pento xyr es o r ufin 0-depe ntylas e活性測定法
7-Etho xyre s o rufinお よび7- pento xyr e s o r ufin代謝活性はそ れぞれ ､ pohl& Fo uts[120〕お よび
Llbertらの 方法[1 21]を改良 して測定 した ｡ これ らの 酵素活性は基質､ すなわ ち7- etho xy -
r es o rufinある い は7-pento xyre s o r ufinが脱アル キル化されたres o rufinの増加 を蛍光法 に より測
定した｡
4 u nitsG-6- P D H､ 10 m M G-6-P､ 4 m M MgC12､ 100mM pho sphatebuffer(pH 7.4)､ 10yM 7-
etho xyres or ufin ある い は 7十pentO XyreS O r ufinお よび 2 mg ミ ク ロ ゾ ー ム蛋白を含む 1.9 8ml の
reaction mixtur eを37℃ にて5分間プレイ ンキ ュ ベ - シ ョ ンし ､ 50m M N A D P H 20JLlを添加す
る こ とに より反応を開始し､ 7-etho xyres or ufinある い は7-pe nto xyreso rufin deal kylado nにより
生成する代謝物res or ufinの蛍光強度の経時的な増加を蛍光光度計(65 0-60型 ､ 日立)を用 い ､
測定波長 Ex 入 =522n m, Em 入 =586n mに て測定した ｡
7- Etho xyres o rufinあ るい は7-pe nto xタres orufinが脱アル キル化して生成す るres o r ufinの 検量
線は以下の方法に て作成 した . すなわ ち ､ 100m M pho sphate buffe r(pH 7.4)､ 2 mg ミク ロ
ゾ ー ム蛋 白お よびres o rufin 水溶液 (o､ o.1､ 0.2､ 0.5､ 1､ 2 お よび 5yM)を含む2 ml の
組成液を調製し ､ 以下 上記と同様の操作方法に準じて測定.した ｡
⑤Testo ster o ne 6B-hydro xylase 活性測定法
本酵素活性測定はWax m anの 方法[122]を改良して行い ､ 基質 (testo ster o n e) が6J3水 酸化さ
れ るときに生成する6月-hydr o xytesto ster o n eの 増加 を測定した ｡
40mM H E P E S buffer(pH 7.6)､ 25yM [
1 4c]te sto ster o n eお よびo.5 mg ミク ロ ゾ - ム蛋 白を
含む90jil のrea ctio n mixtureを37℃で5分間プレイ ンキ ュ ベ - シ ョ ンし ､ 50mM N A D P H IOpl
に て反応を開始 した ｡ 10分間 イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン した後､ tetrahydr ofr a n5 0plを添加 し ,
氷中に七反応を停止 した . 1500Ⅹ gで10 分間遠心分離を行い ､ 上清10 ylをT L Cplate
(si25 0 F-PA, 0.25m m thickn es s, J. T. Bake r, In c. , P hillipsbu rg, N J) に塗布し､ T L Cにて分離 し
た . T L Cによる分離に はchlo r ofor m/ethyl acetate/etha n ol=4/1/0.7を組成とする展開溶媒を用 い
た ｡ BAS 2000(富士 フ イ ル ム(樵))に て放射能の 定量解析を行 っ た ｡
(5)WesternblottingによるP450分子種含量測定法
(2)の 方法に従 っ て得 られたラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム のP45 0各分子種含量をweste rn blotting
ヽ
により定 量 した . 定量 に用 いたp450抗体､ すなわち ､ ヤ ギ血清抗ラ ッ トanti-P450抗体は第
一- 化学(樵)より購 入 し ､ anti-C Y P IA l､ anti_
- C Y P 2B l､ anti- C Y P 2 C 6､ anti- CY P2 El､ a nti-
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C Y P3 A 2､ antトC Y P4 A lお よびanti- N A D P H･P450r edu cta seの7種を用いた ｡
We ster nblottingはLA em mli[123]お よびou e ngerichらの方法[124]に準じた ｡ 各w ellにo.5 p g
ミ ク ロ ゾ - ム 蛋白
.
をapplyして 電気泳動を行い ､ P4 5q分子種含量の 測定には画像解析装置
BIO P R O FIL E(M & S機器)を用 いた ｡ 各サ ンプル の染色強度(blottinginten sity)は各分子種の
検量線濃度範囲内に含まれて おり ､ 標準蛋 白の検量線の直線性(㌔)はo.7 6- 0.97 の範陶内に
あ っ た ｡
(6)解析方法
デ - タ は平均値±標準偏差(s. D.)で 表記した . A N O VAに より分散分析を行 っ た後､
Fis che r-sP LS Dte st にて 多群間比較を行 い ､ 有意差検定を行っ た｡
第2章 実験の部
(1) 使用薬物
Pantopr a z ole､ om eprazole､ 1ansopr az ole､ M C､ P BおよびMgCl2は第1章 実験の部(1)に記載
したもの と同様の もの を使用 した ｡ T rito nX -100およびo- a min ophe n olはsigm aC hemical Co.
より購入 した o [3H]Andr oster o ne(比放射能 1250FECi/JLg､ 7.25 M Bq/yg)お よび andr oste r o n e
はそれぞれ ､ Dupo nt- N E N Inc.および東京化成(樵)より購入した｡ 【125I]T hyr o xin e(比放射能
1250yCi/p g, 4 6.3 M Bq/y g)はDupo nt- N E N In c.より購入 した ｡ U D P-glu c u r onic a cid(以下U G A)
はオリ エ ン タル酵母(樵)より購入した . そ の他の試薬は特級品を使用した o
(2)実験動物および投与方接
7週令のS D系雌性ラ ッ ト(日本s L C(秩))を使用した ｡ 動物は実験期間を通して 一 定環境下
で飼育 し､ 購入より1週間予備飼育をした後実験に供した ｡ 動物は各群3匹として ､ 無処理
群､ pa ntopr a z ole投与群､ o m epra z ole投与群および1an s opra z ole投与群､ また ､ po sidv e c o ntrol
群と して M C投与群およびp B投与群を設け実験に供した ｡ 投与量および投与方法につ いて
は第1章 実験 の部(2)の方法に準じた ｡ 連続投与群は最終投与から24時間後に ､ また回復秤
は最終投与から1週間後 にラ ッ トを屠殺し､ 肝臓を摘出 し常法に従 っ て 肝ミ ク ロ ゾ ー ムを
調製 した[113]｡ また ､ 屠殺 の 際に採取 した血液を1500冗 gにて10分間遠心分離して血祭を
得､ 血 渠中甲状腺ホルモ ン濃度の 測定時まで 一字0℃ で保存した. 血祭中甲状腺ホル モ ン濃
度はアマ レ ッ クスM T3､ M T4､ M A B fre T3 お よび M A B fre eT4(日本コ ダック社)を用いて
測定 した｡
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(3)蛋白定 量接
得られた肝ミク ロ ゾ - ム の 蛋白定量 に つ い て は第1草 案験 の 部(3)の方法に準じた｡
(4)薬物代謝酵素活性測定法
① ♂- Amin ophe n oI U O T活性測定按
本酵素の 活性測定はGoldsteinらの 方法【125]を改良して行 い ､ a- amin ophe n ol のglucu r o nide
の 呈色体と同じ吸収波長および分子吸光係数を有す る anilin eで標準溶液を作成し ､ 検量線
として用 いた ｡
1 mg U G A､ 0･025 % w/v T rito n X -100､ 1 mM as c o rbic a cid､ 5 m M MgC12､ 100mM
phosphate buffe r(pH 8.0)および2･5 mg ミク ロ ゾ
ー ム蛋白を含む1･5 mlのr e a ctio n mixtu reを37
o
cにて5分間プレイ ンキ ュ ベ - シ ョ ン し､ 1 mM o- a min ophe n o1 0.5 mlを添加する こ とにより
反応を開始したo 3 0分間イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ンを行 っ た後 ､ 20 % T C A-0.1 Mpho sphate buffer
(pH 2.7) 1.0 mlに て反応を停止し､ 氷中にて5分間放置した ｡ 撹拝後､ 1500Ⅹ gで10分間遠
心分離を行 い ､ こ の上清 1 ml に 0.1 % NaN O2 0.5 mlを添加 し2 分間放置した後､ o.5 %
am m o niu m sulfamate 0.5 mi添加し､ 3分間放置 した . さ らに0.1 % N -n aph thylethylenediamine
o.5 mlを添加 して ､ 遮光下室温 にて60分間放置し､ 入 =540n mにお ける吸光度を測定 した ｡
Anilineの検量線を以下 の方法にて作成した o すなわち ､ o.1 m M a niline-6 % T CA を 6 %
T C A-0.1 % phophate buffer(pH 2.7) にて希釈し, a nilin e希釈液(o､ 10､ 20､ 30および40p叩
を含む1.0 mlの組成液を上記と同様の方法にて処理して測定した .
(
､要)Andr o ster o ne UG T活性測定法
本酵素活性測定は Mats uiら の 方法【12 6]を改良し て行 い ､ 生成す る[3H]andr o ster o n e
gluc ur ohideを測定する こ と により行 っ た o
2 m M U G A､ 0.05 % w/v T rito nX -100､ 0.02 m M E D TA･ 2 Na､ 10 m M MgC12､ 10 m M
pho sphatebuffer(pH 7.4)および1 mgミ ク ロ ゾ
ー ム 蛋 白を含むo･99mlのreactio n mixtureを37℃
に て5分間プレイ ンキュ ベ - シ ョ ンし ､ 1 m M [3H]andro ster o n e0.0 1ml を添加する ことによ
り反応を開始した . 30 分間 イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た後に､ 冷H20にて 反応を停止し
た ｡ 酢酸 エ チル3 mlを添加し､ 撹拝後､ 1500Ⅹ gにて10分間遠心分離を行い ､ 酢酸エ チル
層 を除去した ｡ 酢酸エ チル 3 mlにより さらに2回抽出を行い , 水屑0.5 ml の放射能を液体シ
ヽ
ンチ レ ー ショ ン カウン タ ー (AlokaCo. Ltd.) にて測定 した .
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(5)甲状腺ホルモ ン胆汁排継試験
8週令s D系雌性 ラ ッ トにpantopr azole､ o m epr a z oleお よび1an s opraz oleをそれぞれ ､ 30 0
mg/kg/dayで7日間軽口投与し ､ M Cを3 0 mg/kg/dayで3日間､ また ､ p Bを80 mg/kg/dayで7日
間腹腔内投与した ｡ 投与方法につ いて は第1章実験の部(2)の方按に準じたo 最終投与から
24時間後に[125I]thyr o xine 25yCiを投与した o 約5時間後にラ ッ トに胆管カ ニ ュ レ ー シ ョ ン
を施し ､ 排他された胆汁を10分ごとに40分間採取 し ､
■
そ の胆汁排推量と放射能を測定した ｡
胆汁排雅量は重量を測定す る こ とに より評価 し ､ 胆汁中放射能をγ - カウ ンタ ー(Aloka Co.
1
Ltd.)により測定 した ｡
(6) 胆汁中甲状腺ホルモ ンお よびそ の代謝物のH P L Cによる分析法
L'125Ⅰ]Thyro xin eを投与 した ラ ッ トの 胆汁をH20で2倍希釈し, Rutge r sら【127]の 方法 により
H P L Cにて 定量 した ｡
使用 したH P L Csystem (Beckm a nInstr u ments lnc. , CA) は以下の とおりで ある o UV検知
鰭:pr ogra m able s olv e nt m odule 166, 放射能検知器: mdiodete ctor171､ 固形セル:v olu m e125Jil一
ポン プ‥progra m able s olv e nt m odule 126､ オ ー トサンプラ - :Syste m Gold 507, 定量 ソフ
ト:system Gold 711を用 いた ｡ 測定波長は人 =254n m､ 流速はo･8 ml/min と し､ カラム は
T S Kgel0 D S 80TM(150Ⅹ4.6 m mI. D . ､ 5ym pa rdcle siz e)(T O S O H)を用いた . 移動相はo.o2
M am m o niu m a cetate(pH 4.0)/a c eto nitrile(v/v) をgradientpr ogr am､ すなわち ､ o-6 min､ 84/16;
6-18min､ 84/16から73/27;18-22ふin､ 73/27･, 22-27min､ 73/27か ら55/45;27-38min､ 55/45で
制御 した ｡
(7)デ - 夕表記および解析方法
デ ー タ表記および解析方法は第1章実験の部(6)の 方法に準じた ｡
第3章 実験の部
(1)使用薬物
pantopra z ole､ o m eprazole､ Ians opr a z ole､ M C､ 7
-etho xyr es o rufin､ r es o r ufhおよびMgC12は
第1章 実験の部(1)に記載したもの と同様の も の を使用した｡ W illia m s-E m e血u m および
calciu m､ m agn esiu m-fr ee Ha nksbufferはGibco B R L(Gr a nd Island､ N Y)より､ pemici11in G およ
び strepto mycin は明治製菓(樵)より ､ asc orbic aCid､ in s ulin､ aprotinin､ L-le u cin e､ しglutamin e､
dex a metha z o n eお よび 竹peIトSs oybe antrypsininhibitor( 以下s B TI)は sigm aChemical Co･ よ
り ､ また､ c ollagen a se は和光純薬(樵)より購入 した. ヤギ血清抗ラ ッ ト虻山一C Y PIA lは第
一
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化学(樵)より購入 した ｡ そ の 他の 試薬は特級品を使用 した ｡
(2)肝細胞調製法および培養方法
6週令のS D系雌性ラ ッ ト(n=4, 日本s L C(樵))を1週間予備飼育した後､ 実験に供した ｡ 以
下に示す組成 のbuffe rを用 いて ､ tw o step c ollagenase perfu sin methodにより単離肝細胞を調
製 した【12 8,1 29]o すな わ ち ､ ラ ッ ト門脈にカ ニ ュ レ ー シ ョ ン を施 し た後､ preperfusin
buffer[10 mi中組成 : calciu m､ m agn e si um 1ree H anksbuffe r(Ⅹ10)10ml､1M H E PES(pH 7.5)
1.0 ml ､ E GTA 1 9mg､ 3.5 % NaH C O31.0 ml､ glu c o s e90mg]にて肝臓 の脱血を行っ た後 ､
collagen as eperfu sinbuffer[1 00ml中組成 : c alciu m､ m agn e siu m -freeH anksbuffer(Ⅹ10)10 ml､
1M HE P ES(pH 7.5) 1.O ml､ 3.5 % NaH C O3 1.･O ml､ CaC125 6mg､ c ollage n ase 35mg, S B TI
5 mg】を約10分間潅流して単離肝細胞を調製した ｡
得られた単離肝細胞のviabilityをtrypa n blue染色に より調 べ た o 本実験に用い た肝細胞 の
viabilityはいずれも93%以上であっ た ｡ 得られた肝細胞を106cdls/2 血m ediu m/35m m disbと
なるようにcultu r e mediu m[1 00umit/ml penicillin G､ 100Jig/ mistr epto mycin, 50y g/ml as c o rbic
acid､ 10y g/ml in s ulin､ 2 p g/miapr o也min､ 0･4 m M しIe u cin e､ 2･ O m M しglut amin e､ 0･1 yM
dexam ethaso neを含むwilia m s-E m ediu m]で希釈し ,c ollage ntypelc ultu r edish(Be cton Dickis o n,
Lin c oln Park､ M D) に捲いた . 培養は5 % CO2/95 %airを気相とした37
o
C in c ubato r中で行 っ
た ｡ 培養開始後､ 4時間後にほとんどの細胞はdish面に接着し､ 培養24時間後に肝細胞は
単相を形成した o そ の後､ 24時間ごとにculture m ediu mを交換した o 培養開始から48時間後 ､
試験薬物(pa ntopr a z ole､ o mepr a z ole､ 1a n s opr a z oleお よび M C)を培養細胞 に添加 した ｡
pa ntopra z ole､ o mepr a z oleおよび1an 5 0PraZ Oleの 添加濃度はいずれも2､ 5および10〃M の3濃度
で あり ､ M Cの それは1 pM で あっ た . これ らの薬物をdim ethyl sulpho xide(D M S O)に溶解 し ､
c ultur e m占diu m中のD M S Oの最終濃度がo.1 %(v/v)となる ように調製した . co ntr ol群にはo.1
% (v/v) D M S Oを含むcultur e m edium を添加した . 試験薬物と48時間培養した後､ 3 mM
salicylamideを含むo.1 Mpho sphate buffer(pH 7.4) をc ultu redish に添加し､ 10分間37℃ にて
イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン した後､ 上清をaspir ateした .
(3)71 Ethoxyresor ufin 0-deethyla se 活性測定法
本活性はLubin skiらの方法【130】を改良して測定した . 酵素活性は7-etho xyre s o rufinが脱ア
ヽ
ルキル化された re s o r ufin の 増加を蛍光法により測定 した .
培養終了後の肝細｢胞に3 mM salicy血1ideおよび7- etho xyr e s o mfin.(最終濃度 5〃M inD M Sq)
- 94-
を含む culture medium を添加 し , 30分間 3
.
7
D
C に てイ ンキ ュ ベ ー シ ョ ンした後､ そ
.
の 上清中
の生成代謝物re s o r ufinの蛍光強度を蛍光光度計により､ 測定波長 政 人 =52 2n m､ f h 入
=58 6n mにて 測定 した . Res o r ufin 水溶液(最終濃度 o､ 1､ 10､ 50､ 100､ 500および1000
yM)および100m M pho sphate buffer(pH 7.4) を含む組成液を調製し､ 検量線 を作成 した .
培養細胞をK Cl buffer[50mM Tris- H Cl buffer(pH 7.4)- 154mM K Cl]中に回収 し､ -80℃ にて
保存 した ｡
(4)蛋 白定量法
培養肝細胞の蛋 白定量は第1草葉験の部(3)の方法に準じた ｡
(5)We ste rnblottingによるP 450分子種含量測定法
得られた培養肝細胞の0.1 p gの蛋白量をapplyして電気泳動を行い , ラ ッ ト ami- c y pIA l
を用 いて We ste rnblottingによりC Y PI A含量を定量したo 以下の操作は第1章 実験の部(5)の
方法に準じた ｡
(6)デ - 夕表記および解析方法
デ ー タ表記および解析方法は第1章 実験の部(6)の方法に準じた｡
第4章 実験の部
(1)使用薬物
pantopr a z ole､ o m epr a z oleお よび1an s opra z oleは第1章 実験の部(1)に記載したもの と同様の
もの を使用した ｡ [4-14c]Te sto stero ne(batch B 66 A)はAm ersh am LifeScie n c e(Arlingto nHeights,
IL) より ､ vitr ogenはco11ageh Co rpo r atio n(Palo Alto, C A)より ､ fu ngiz o n e､ し arginin eおよび
phen ol redはLife Techn ologie s, Inc･ (_Grand lsla nd､ N Y)､ B C A Pr otein Ass ay Re agent
T M kit
(23225) (Fier c e w orking solutio n含有) はPier c e(Ro ckford, IL) より購入した . また ､ 2α -
hydr o xytesto ster o n e､ 7L3-hydr o ElyteStO Ster O ne､ 16α -hydr o xytestoster o n e､ ∫ 2J3
-hydr o xytesto ster o ne､
6L3-hydr o xytesto ster o n e､ 16B
-hydr o xytesto ster o n eおよび andr o ste ro n eは steraloids･ In c･(W ilto n､
NH)より購入した o B S A､ a mika cin､ calcium chloride､ de x a m etha s o n e､ D M E M po wder､
D MSO､ etho xyre s or ufin､ ethyle n eglyc ol
-bis (A- a min oethyl ether) N,N, N
l
,N しtetr a ac etic acid
(E G T A)､ fetal bo vine s er u m(FB S)､ D-fru cto se､ ge nta mycin､ heparin､ hydro c ords o n e21-
he mis u cinate､ N -[2- hydr o xyethyl]piperazine- N
･
-[2- ethaムes ulfo nic acid] (H E P E S)､ 11B-hydr o xy-
testo ster o n e､ in s ulin､ Krebs-He n s elitbuffe r(K H B)､ M E Mn o nes send ala min o a cids､ M C､ PB､
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res orufin､ rifampin(RIF)およびtesto ster oneはsigm aChemical Co. より購入 したム Collagenas eは
worthinton Bio chemicals(Fre ehold､ NJ)より購入 した ｡
(2)ヒト初代培養肝細胞調製法
In Vitr oTechn ologiesIn c.(Baltim o r e, M A, US A)に お いて ､ 3名 のdo nor[65歳白人女性､ 52
歳アフリ カ系アメリカ人男性および幻歳白人男性､ いずれもInte rn abo nal Ins也tute for the
Adv an cem ntof Medicine(IIA M, c o ordin ated fr o mExto n, P A, U S A)より供給された]から得られ
た新鮮な肝臓を用い て以下 の方法により初代培養肝細胞が調製された｡ ヒト単離肝細胞は
tw o step c ollagen as e pe血sio n metbod[131】により調製した ｡ 得られ た肝細胞をo.3Ⅹ106
cells/0.5 ml cultu re mediu m [in s ulin､ hydr o c o rtis o ne､ しglut amine､ M E Mn o n-e ssential a min o
acids､ B S A､ fru ctose､ genta mycin､ amika cinおよびhmgiz o n e含有Dulbec co-s m odified Eagle-s
m edia(D M E M)】となるように希釈して ､ Vitr oge n-c o ated 24- w ellplates に捲い た . 培養は5 %
c o2/95 %airを気相とした37
o
C in c ubato r中で行 っ た o 培養開始後, 2 - 4時間後にほとんど
の細胞はdisb面に接着し､ 培養24時間後 に肝柵胞は単相を形成した ｡ 培養開始から4時間
後に上記cultur e m ediu mに7 mg/Lpurified c ollagenを加えたsa ndwich m edium に交換し ､ そ の後､
24時間ごとにcultu r e m ediu mを交換した. 培養開始から72時間後, 試験薬物を培養細胞に添
加したo 3濃度 (2､ 5および10 pM) のpantopraz ole､ o mepr a z oleお よび1an s opr a z ole､ また､
c y p IA､ C Y P2 Bお よびc y 円 Aのpo sitive c o ntr olとして それぞれ ､ M C(1yM)､ P B(1 mM)お
よびRIF(50JiM)､ また ､ s olve nt c ontr olとしてD M S O/m ethan o1を添加 して ､ 72時間イ ンキュ
ベ ー シ ョ ンを行 っ た ｡ そ れぞれのdonorにお いてtriplic ateにて 培養を実施 した ｡
(3)薬物代謝酵素活性測定法
7 2時間の イ ンキュ ベ ー シ ョ ン後､ c y p I A､ C Y P 2 Bおよびc y p 3 A活性の 測定を行 っ た ｡
c y pIA活性として 7- etho xyr es o r ufin 0-de ethylas e 活性 を[132]､ また ､ c y p2B活性として
testo ster o n16B-hydr o xylas e活性を､ c y 円 A活性としてte sto ster o n6J3-hydr o xylas e活性を測走し
た【133,134】｡
(4)蛋白定量法
培養肝細胞におけ る蛋 白濃度はB C A Pr otein As s ayに より定量 し ､ 標準蛋白としてB S A
ヽ
(Fr actio nV)を用 い た .
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(5)We stem blottingによるP 450分子種含量測定法
得られた培養肝細胞 の5y gの蛋白量を apply して電気泳動を行い ､ ラ ッ ト and-C Y PI A lお
よびanti- C Y 円 A 2を用 いて We ste rnblottingに よりc Y PI A 2およびc y p3 A 4含量を定量 した. 以
下の 操作は第1章 実験の部(5)の方法に準じた｡
(6)デ ー タ表記および解析方法
それぞれのdono rにおい て ､ triplic ate の c ultu redish か ら得られたデ - 夕を平均値±標準偏
l
差 (s. D .)で 表記した. A N O V Aにより分散分析を行 っ た後､ scheffe's F postho ete sりこより
多群間比較検定を行い ､ P<0.01お よびp<o.o5の有意差を評価した ｡
第5章 実験の部
(1)使用薬物
(＋)-p antopra z ole および(-)-pa ntopr a z ole は Byk Gulde nより入手 した化学的純度102･ %の
pantopra z ole (Lot No . 5002 05) をダイセル化学工業で光学分割 し実験に供した ｡ (叶Pa山o-
pr a z ol占お よびト)-p antopr a z oleの 光学的純度ほ いずれも99･ 0% 以上で あ っ たo なお ､ (＋)-
pa ntopr a z oleお よび(一)-pantOpI ㍊ 01eの絶対配置は決定されて いない ｡ 内部標準物質として用
いたN -butyrylサ amin ophenol お よび phen ace血 はそれぞれ ､ I C N Bioche micals, In c･および
sigm aC hemical Co. より購入 した .
. その他の試薬は特級品を使用したo
(2) 実験動物 ､ 投与方法およびサ ンプル採取方法
7週令のS D系雄性ラ ッ トは(日本s L C(株))を使用 した ｡ 動物には水お よび餌料を自由に摂
取させ ､ 1週間の 予備飼育の後に実験に供 した o 投与前日は 一 晩絶食した . 72 匹の動物を
4群に分けて1 群18匹 とし ､ それぞれの時点で の 動物をn=3とした｡
(＋)-p antopr a z oleお よび(＋pantopra主oleは0.5 % 1 N NaO Hお よび5 % ethano1を含む生理食塩
水(大塚製薬(秩))に溶解し､ long/2ml他 の投与量として尾静脈注射ある いは経口投与を行
っ た o 投与後､ 5および30 min, 1､ 2､ 4お よび8hrに頚動脈より5 血 採血 し ､ 氷中にて静
置後､ 血液サ ンプルを1500x gで10分間遠心分離し､ 得られた血清サ ンプルをH P L Cによ
る定量時まで -20℃ で保存 した ｡
(3)ラ ッ ト血清中にお けるpa ntopr a z ole enantiom erの 定量法
血清o.5 mlに内部標準物質N -butyryl-p- amin ophen ol 1JLg を添加 して定量サ ンプルとしたo
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2台のH P L Cポン プ (し620お よびし6000型､ 日立) およびu v検 出器 (し4000型 ､ 日立) 杏
使用 し､ 測定波長は入 =290n mとした . 試料はオ - トサ ンプラ - (A.S-4000型 ､ 日立)とカラ
ム スイ ッ チ ング切り替えバル ブ (EI EOIO型 ､ セ ン シ ュ ウ科学) にてH P L Cシス テムに導入
したo すなわち ､ オ ー トサ ンプラ 一 に血清試料を導入後､ プレカラム(LiC hr oprep R P-2, 10
冗 6 m mI. D . , 25-40ji mParhcle size, Mer ck) を流速o.5 ml/minで2 分間 ､ 150 m M acetatebuffer
(pH 5.0)/a c et血 也1e (80:20, Ⅴ/v) で洗浄 した ｡ その後 ､ バ ルブ切 り替えにより移動相を洗浄
時とは逆方向に流して ､ プレカ ラムに保持された薬物を､ 分析力 ラム((C HIR A L C E L O J- 良,
150x4.6 m m I. D . , 5ym pa rticle size, ダイ セル化学工業)へ 導入 した. 分析 力ラムはシ リカゲ
ルにセ ル ロ ー ス 誘導体を保持 した逆相系光学活性固定相で ある o 分析力ラム の 前にはガ -
ドカラム(Li C hr opr eplOO､ R P-18､ 4 Ⅹ 4 m mI＼D . ､ 5pm pa rticle siz e､ Merck)を接続した . カ
ラム温度はカラム ヒ - 夕 - (U -620､ Type30､ ス ガイケミ -)により3 5℃ に制御した ｡
移動相には50mM s odiu m perchlo r at占/ac eto nitrileを用い ､ 以下に示すgradientpr ogr amに従い ､
0.5 ml/minの流速にて送液した . 50mM s odium perchlo rate/ac etomitri1eの 比率は0-2 minに80/20､
2-25 minに80/20から70/30に､ 25-25.1･minに70/3 0か ら0/100に ､ 25.1-2 6 minにo/100､ 26-26.1
minにo/100か ら 80/20に､ 26.1-40 minに80/20とした .
本定量法におけるラ ッ ト血清中(＋)-pantopr a z oleおよび(＋pantopr a z oleの定量限界はいずれ
も0.25p g/mlで あ っ た ｡ 定量限界における日間および日内変動の真度(ac c u r a cy)お よび精度
(precisio n)はいずれも15 %以内で あ っ た ｡ また ､ 時間経過に伴うen anbo merの ラセ ミ化 は認
められなか っ た ｡
(4) ラ ッ ト血清中におけるpantopr a z oleの代謝物の定量法
測定条件は､ 分析 力ラム ､ 移動相溶出条件および内部標準物質を除い て ､ pa ntopr a z ole
ena ntio merのHP L C条件に準じた ｡ 分析力ラムはTSK gel O D S 80 T M(150Ⅹ 4.6 Ⅱ 皿 Ⅰ.D . ､ 5
ym particle siz e) (T O S O H)を用いた ｡ 移動相には10 m M diam m o nium hydr ogen pho sphate-
am m opium dihydr oge npho sphate(pH 6.8)お よびac etomitri1e/m ethan ol(4:1, v/v)の混液を用 い ､
以下 に示すgradientprogr an に従 っ て , 1･O ml/ minの 流速にて送液した ｡ 10m M diam m omiu m
hydr oge npho sphate
- am monium dihydr ogen pho sphate (pH 6.8) およびac etomitrile/m etha n ol(4:1,
Ⅴ/v)の混液の 比率はo-2 minに81/19､ 2-8 minに81/19か ら72/2 8に､ 8-14 血nに72/28,14-22min
に72/2紬1ら54/46､ 22-33 minに54/46か ら32/68､ 33-33.1 minに32/68か らo/100､ 33.1-3 4min
に0/10 0､ 34-3 4.1 minにo/100か ら81/19､ 34.1140 minに81/19とした . 内部標準物質として
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pbe nac e血 を用 い た ｡
本定量法に おける ラ ッ ト血清中の4 つ の代謝物､ pantopra zole s ulfone､ pantopr a z ole s ulfide､
4l - 0 -dem ethylatedpa ntopr a z ole s ulfo neお よび4
'
- O Jem ethylated pa ntopra z ole s ulfideの 定量限界
はいずれも0.2 0y g/mlで あ っ た ｡ 定量限界における日間お よび日内変動の其度(ac cu r acy)は
い ずれも22%以内､ また ､ 精度(pre cisio n)は17%以内で あ っ た ｡
(5)血清中動態の解析方法
l
解析 ソ フ トTopFit[135]を用 いて ､ n o n- c o mpartm ent m odel解析によりpantopr az ole en aptio mer
お よびそ の代謝物の血清中動態パ ラメ ー タ を算出した o 最高血清中濃皮(crn ax), 最高血清
中濃度到達時間(tm a x)は測定値より直接得られ る値と し たo 血清中演度 一時間曲線下面積
(A UC)は3匹の ラッ トか ら得られた平均血清中濃度を用い て1ine artr ape z oid alru1eにより算出
した ｡ 平 均滞留時間(M Ⅸr)は 1次モ - メ ント解析により得られ るA U C､ すなわ ちA U M C(o-
8hr)とAUC(o_ 8br)の 比 に より算出 した ｡ 静脈内投与時の全身クリ アラ ン ス(Cltot)は
cltot=Do s e/A u°(o- ∞br)により得た｡ また ､ o min か ら初回採血点まで のA U Cは初回採血点の
血清中濃度から直線回帰する こ とにより O min の血清中濃度を算出して求めた｡ 経口投与
時における見かけのCltot/Fはclto〟た Dos e/AU C(o- ∞ hr)として算出した ｡ こ こで用い たFは薬
物のbio a vallabilityを示すo c hir al in ver sionの評価として見かけの変換率を求ゅる際に は
A U C(o-8 hr)を用 いた ｡
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